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Resumen 
El cultivo del café representa uno de los productos agrícolas de mayor importancia en la economía 
de muchos países alrededor del mundo. La transferencia e introgresión de genes de resistencia para 
obtener líneas mejoradas se ha llevado a cabo, a partir del uso del Híbrido de Timor el cual se ha 
establecido como la principal fuente de introgresión por contener genes provenientes de C. 
canephora los cuales confieren resistencia. En las plantas los genes R conforman la base genética 
del modelo de resistencia gen por gen, la similitud en secuencias de la mayoría de estos genes ha 
permitido la identificación de genes análogos en varias especies de plantas. A través de estrategias 
moleculares basadas en PCR (AFLPs, AFLP-RGA, SSR, SSR-RGA y RGAs) se identificaron más 
de 60 marcadores asociados al fenómeno de la introgresión y en particular 11 ligados a genes 
involucrados en la resistencia de la planta a patógenos, estos marcadores serán evaluados para su 
posible implementación en el programa de mejoramiento genético en una estrategia de selección 
asistida por marcadores  MAS (Marker-Assited Selection). 
 
Palabras clave: Introgresión, marcadores moleculares, resistencia, AFLPs, SSRs, RGAs 
 
Abstract 
Coffee is one of the most important agricultural products in the economy of many producing 
countries around the world. The transfer and introgression of resistance genes for breeding lines 
has made using the Timor Hybrid which has established itself as the main source of introgression 
because it contains genes from C. canephora which confer resistance. In plants R genes conform 
the genetic basis of resistance model gene by gene, the sequence similarity of most of these genes 
has allowed the identification of similar genes in several plant species. Through PCR-based 
molecular approaches (AFLP, AFLP-RGA, SSR, SSR-RGA and RGAs) were identified more than 
60 markers associated with the phenomenon of introgression and 11 of these linked to genes 
involved in plant resistance to pathogens, these markers will be evaluated for possible 
implementation in the breeding program on a strategy of marker-assisted selection (MAS 
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 Introducción 
El café es considerado como el más importante producto para la agricultura alrededor del mundo, 
se encuentra posicionado en el segundo lugar como producto de materia prima después del 
petróleo, en Colombia contribuye a la economía nacional así como a la de cientos de familias que 
dependen de la producción del grano, constituyendo más del 12% del PIB y generando cerca de 
640 mil empleos directos (Federación Nacional de Cafeteros de Colombia 2004 - 2008).  
 
De las alrededor de 126 especies de café reportadas hasta la fecha, tan solo dos representan 
importancia económica, en Colombia la gran mayoría de variedades cultivadas pertenecen a la 
especie Coffea arabica, siendo esta la responsable de cerca de 70% de la producción mundial de 
grano, el porcentaje restante se atribuye a la especie diploide Coffea canephora conocida también 
como Robusta, es indudable que la superioridad de la especies arabica en cuanto a calidad y precio 
es especialmente apetecida, sin embargo estas presentan una alta susceptibilidad a la mayoría de 
plagas y enfermedades presentes . 
 
La obtención de variedades de café con atributos deseables como producción, excelente calidad de 
la bebida y resistencia a disturbios entomológicos y fitopatológicos, ha sido uno de los principales 
objetivos dentro de los programas de mejoramiento genético en todo el mundo.  
 
La introgresión de estas características, especialmente la resistencia a la roya causada por el hongo 
Hemileia vastatrix, se ha realizado a través del híbrido de Timor el cual proviene del cruce 
interespecífico natural entre Coffea arabica x Coffea canephora, presentando altos niveles de 
resistencia, principalmente por combinar genes provenientes de C. canephora. 
 
En Colombia se han utilizado para fines de mejoramiento específicamente introducciones del 
híbrido de Timor (HT 1343 y HT 832-2) las cuales fueron enviadas desde el CIFC (Centro de 
investigaçâo das Ferrugens do Cafeeiro) ubicado en Oeiras, Portugal. Con estas introducciones y 
mediante cruzamientos específicos con variedades arábicas comerciales tales como Caturra se 
conformaron variedades resistentes a la roya. 
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La selección e identificación de plantas para conformar dichas variedades se lleva a cabo a partir 
de las observaciones y registros de campo, incluyendo características agronómicas como 
producción, respuesta al ataque de roya, tamaño y llenado de grano entre otras, siendo estas de 
gran utilidad para selección de plantas dentro del programa. Sin embargo es poca la información 
que se tiene acerca de marcadores moleculares asociados a características agronómicas de interés, 
así como la implementación de metodologías de selección y evaluación más efectivas y que 
demanden menor tiempo. 
 
En Colombia el énfasis que se ha dado al mejoramiento del café está determinado por la obtención 
de variedades con resistencia duradera a la roya, con la productividad y calidad física y sensorial 
del grano. Este objetivo se ha logrado con la conformación de una variedad de tipo compuesta 
formada por la mezcla de diferentes líneas que combinan los factores de resistencia presentes en el 
Híbrido de Timor con las variedades comerciales Caturra, Típica o Borbón. 
 
Bajo este esquema, Cenicafé liberó a mediados de los años 80’s la variedad Colombia; 
caracterizada por su porte bajo, resistencia a la roya y excelentes atributos de la bebida. 
Posteriormente en el año 2005 se liberó la variedad Castillo® y las Castillo® regionales, siendo 
estas una versión mejorada de la variedad Colombia, con una resistencia durable y con excelentes 
características agronómicas, destacándose por presentar líneas con resistencia del tipo completo e 
incompleto a la roya, líneas con tolerancia a la enfermedad de la cereza conocida como CBD 
(Coffee Berry Disease) ocasionada por Colletotrichum kahawae Waller & Bridge, líneas con 
productividad igual o superior al testigo de comparación generalmente Caturra, además de las 
excelentes características de grano y de taza (Alvarado et al., 2005; Alvarado et al., 2002; Moreno, 
2002; Moreno et al., 2000) 
 
La transferencia e introgresión de genes de resistencia provenientes de especies diploides, no es 
tarea fácil teniendo en cuenta la diferencia de ploidía para los cruzamientos con los genotipos 
comerciales tetraploides. Por esto el Híbrido de Timor (2n = 4x = 44), se convirtió en un genotipo 
ampliamente usado como fuente de resistencia para generar nuevas variedades resistentes. Sin 
embargo se desconoce, cuál o cuáles regiones genómicas han sido introgresadas desde C. 
canephora hacia las líneas mejoradas por Cenicafé. 
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La búsqueda de marcadores moleculares de introgresión para su posible asociación a 
características deseadas se torna como una herramienta ideal para procesos de selección de 
genotipos. Los marcadores moleculares seleccionados podrían estar relacionados al genoma de C. 
canephora; siendo este material de gran valor por presentar genes de resistencia principalmente a 
la roya del café y del cual se sabe qué gran proporción de su genoma se encuentra incluido dentro 
del genoma del Híbrido de Timor, debido al cruzamiento interespecífico del cual se generó.  
 
La identificación y secuenciación de estos marcadores específicos denominados marcadores de 
introgresión asociados a material genético de C. canephora, permite realizar una evaluación 
general sobre la introgresión en el genoma de las líneas avanzadas F5 (C. arabica x Hibrido de 
Timor), lo cual será de gran utilidad como herramienta de selección de genotipos de interés para el 
programa de mejoramiento. 
 
Por otra parte los marcadores que contienen información adicional sobre la posible funcionalidad 
biológica de las secuencias introgresadas dentro de materiales arábicos, es un gran avance para el 
entendimiento y el aprovechamiento de estos recursos ya que junto con la metodología de 
selección existente reducirá enormemente los tiempos de selección y se podría dar así los primeros 
pasos en la selección asistida por marcadores MAS (Marker assisted selection).  
 
Los resultados del presente estudio permitirán además identificar las secuencias y posible 
asociación a genes de interés relacionados con la resistencia a enfermedades y generar marcadores 
específicos de reconocimiento de regiones asociadas a materiales resistentes (Anexo A). 
 

  
 
1. Marco Teórico 
1.1 Generalidades del cultivo del café 
El café es uno de los principales cultivos en el mundo, se cultiva en alrededor de 80 países (Pearl et 
al., 2004), pertenece al género Coffea dentro de la familia de las Rubiaceas, es ampliamente 
cultivado en regiones tropicales y subtropicales (Berthaud et al., 1988). A pesar de la importancia 
que representa, de las 126 especies descritas hasta la fecha (Davis et al., 2006; Davis et al., 2008), 
tan sólo dos son las especies explotadas comercialmente y de gran impacto económico, Coffea 
arabica L (Arabica) y Coffea canephora Pierre (Robusta) (Berthaud et al., 1988; Herrera et al., 
2002)  
 
Dentro de la especie C. arabica se encuentran entre otros; genotipos de Caturra, Típica, Borbón, 
Catuai y Mundo Novo siendo las más cultivadas con un 65 a 70% del mercado mundial mientras 
que la especie diploide Coffea canephora responde por el porcentaje restante de la producción 
(Herrera et al., 2002). Económicamente el comercio del café genera en promedio cerca de 15.44 
billones de dólares al año. La producción mundial en el año cafetero 2009/2010 fue de 126.2 
millones de sacos, mientras que las exportaciones de los miembros productores fue de unos 93.4 
millones de sacos (International Coffee Organization, http://ico.org; International Trade Centre, 
http://the coffeguide.org). El comercio del café proporciona un medio de sustento para 25 millones 
de familias en todo el mundo, más de 8.3 millones toneladas de café se cosecharon en 10,1 
millones hectáreas de tierra en 2010 (Food and Agriculture Organization, http://faostat.fao.org). 
El alto porcentaje representado por la especie arábica la presenta como la base de la economía de 
muchos países en vía de desarrollo (Fernandez et al., 2004; Moncada et al., 2004). 
 
La dispersión de la especie arábica en el continente Americano se dio a partir de la introducción de 
unas pocas plantas procedentes de las variedades Borbón y Típica. Mutaciones y selecciones 
originadas a partir de estas dos variedades son la base del área de café sembrado de la especie C. 
arabica en Centro y Sur América (Anthony et al., 2002a). La anterior situación junto a la 
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naturaleza de reproducción autógama de esta especie han originado que exista una base genética 
estrecha (Bertrand et al., 2003; Castillo et al., 1986; Lashermes et al., 1999; Moncada et al., 2004). 
 
Por otro lado C. canephora nativa del área oeste y central de África, hoy en día está ampliamente 
distribuida en el occidente de África, Indonesia y Vietnam (Ferwerda, 1976; Wrigley, 1988). En 
contraste a la C. arabica, una gran variabilidad reportada en especies diploides ha sido 
ampliamente documentada (Berthaud et al., 1988), su alto nivel de polimorfismo se debe a la 
naturaleza alógama. 
 
En términos de calidad de taza (componentes químicos asociados a las características de sabor, 
aroma, cuerpo, etc.) las variedades de la especie arabica se aprecian en mayor medida por los 
consumidores debido a su bajo nivel de amargura y su bajo contenido de cafeína (1.1 – 1.4 %MS) 
lo que le brinda un mejor sabor que es reconocido alrededor del mundo por proporcionar un tipo de 
bebida fina y aromática, con un equilibro entre el amargo y el dulce. Por otro lado las especies de 
tipo robusta generalmente son apetecidas para la producción de café instantáneo y para mezcla por 
sus elevados contenidos de cafeína (Ferwerda, 1976; Geromel et al., 2006; Posada et al., 2008). 
 
Los atributos asociados a la calidad de la bebida están al parecer controlados por varios genes; en 
cruzamientos entre especies arábica y robusta, el comportamiento de la calidad parece ser una 
característica dominante y en términos generales la introgresión de material arábico mejora la 
calidad de la bebida de las líneas derivadas (Bertrand et al., 2003; Fazuoli et al., 1977; Posada et 
al., 2008; Teixeira et al., 1974)  
 
Una consideración importante a tener en cuenta es que todas las especies de café son diploides (2n 
= 2x = 22), excepto C. arabica la cual es tetraploide (2n = 4x = 44). Las especies diploides son 
autoincompatibles, lo que tiene como consecuencia una gran variabilidad genética. Con respecto a 
Coffea arabica estudios previos confirman que esta especie se deriva de un cruzamiento 
espontáneo entre las especies C canephora (2n = 22) y C. eugenioides (2n = 22), y cuyo híbrido 
ínter-especifico sufrió una duplicación de los cromosomas o un efecto de gametos no reducidos. 
Estudios posteriores han determinado que el genoma de C. arabica contiene dos sub-genomas 
constitutivos diploides el genoma Ea de C. eugenioides y el genoma Ca perteneciente a C. 
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canephora. Sin embargo se ha reportado baja divergencia entre ellos (Herrera et al., 2002; Herrera 
et al., 2004; Lashermes et al., 1999; Silvarolla et al., 2004). 
1.2 Problemas fitosanitarios 
El cultivo del café está sujeto a las altas pérdidas en el potencial de producción debido disturbios 
fitosanitarios. Dentro de las principales cabe destacar la roya del cafeto causada por el hongo 
Hemileia vastatrix Berkeley & Broome, la enfermedad de la cereza CBD (Coffee berry disease) 
causado por Colletotrichum kahawae, enfermedades de la raíz ocasionados por nematodos del 
género Meloidogyne spp. y en menor instancia otra serie de hongos y bacterias de menor 
importancia (Anthony et al., 2002b; Lashermes et al., 1999). De las anteriores, la roya es una de las 
enfermedades más destructivas de las variedades de la  especie arábica causando la caída 
prematura de hojas, baja en la producción y muerte en árboles cuando existe ataque severo 
(Fernandez et al., 2004). La enfermedad está distribuida alrededor del mundo y es causante de altos 
porcentajes de perdida. El CBD está aún restringido al continente Africano donde es uno de los 
más grandes problemas en la producción de café y donde el control químico es la solución más 
viable representando más del 45% en costos de producción (Agwanda et al., 1997; Nyoro et al., 
1986). 
 
La resistencia a enfermedades es un fenómeno general en las plantas. En un ambiente rico en 
microorganismos potencialmente peligrosos, la supervivencia de la planta está determinada por la 
percepción del microorganismo y su rápida respuesta de defensa. A diferencia del sistema inmune 
de los mamíferos donde existen células especializadas en su defensa (linfocitos), la inmunidad en 
las plantas se basa en la capacidad que tiene cada célula para reconocer al patógeno (Qutob et al., 
2006). Las plantas frente al ataque de los patógenos han desarrollado un “sistema inmune” que de 
acuerdo al reconocimiento molecular del patógeno y evolución del mismo se ha diferenciado 
principalmente en dos ramas. La primera rama reconoce moléculas comunes de diversas clases de 
microorganismos los cuales son percibidos por receptores denominados PRRs, receptores de 
reconocimiento de patrones (del inglés Pattern Recongnition Receptors), a esta rama se le llama 
resistencia basal (López, 2007; Medzhitov et al., 1997).  
 
La resistencia basal permite un primer reconocimiento del patógeno que se lleva a cabo por los 
PRRs, los cuales perciben moléculas conservadas presentes que han sido denominadas PAMPs o 
MAMPs, patrones moleculares asociados a patógenos o microorganismos (pathogen-associated 
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molecular patterns/microorganism) (Chisholm et al., 2006; Medzhitov et al., 1997; Qutob et al., 
2006). El reconocimiento de los PAMPs por parte de los PRRs es común para todos los organismos 
multicelulares y esto conduce a una serie de respuestas de defensa y a un re-direccionamiento de la 
energía celular a manera multi-respuesta, rápida y eficiente, con el fin de evitar que más patógenos 
ingresen (López, 2007). En general, el reconocimiento del PAMPs conduce a una cadena de 
eventos de señalización que hacen referencia a los sistemas de respuesta de defensa de la planta, 
esta rama de la inmunidad es efectiva contra aquellos patógenos no-hospederos que no han 
evolucionado para infectar estas plantas y no han desarrollado por tanto los mecanismos para 
suprimirla (López et al., 2003; Medzhitov et al., 1997; Mishina et al., 2007)  
 
Frente a la resistencia activada por el reconocimiento de los PAMPs, conocida como PTI (Pamp-
triggered immunity), los patógenos han desarrollado sofisticadas estrategias moleculares para 
evadir y manipular el sistema inmunológico de su hospedante, al igual que ocurre con los 
mamíferos. El éxito que han tenido los patógenos es la evolución de las proteínas efectoras las 
cuales suprimen la PTI (Qutob et al., 2006). Sin embargo, a su vez las plantas han desarrollado 
genes de resistencia R, cuyos productos proteicos se encargan de detectar directa o indirectamente 
esos efectores conocidos con el nombre de proteínas de avirulencia o Avr, esta segunda rama de la 
inmunidad, corresponde al modelo gen por gen propuesto por Flor en 1954 (Dickinson, 2003; Flor, 
1954; López, 2007). Actualmente esta rama de la inmunidad es denominada: Inmunidad activada 
por efectores o ETI (Effector-Triggered immunity). La respuesta ETI está acompañada 
generalmente por una respuesta hipersensible, una forma de muerte celular programada que tiene 
como objetivo básico la restricción en la colonización de la planta por parte del patógeno. Este 
modelo muestra la dinámica de co-evolución en el pato-sistema patógeno y hospedante. La ETI es 
capaz de desencadenar una respuesta sistémica a través de lo que se conoce como SAR (Systemic 
acquired resistance), la que protege a la planta frente a posteriores infecciones y frente a un rango 
amplio de patógenos, por lo que se considera durable y de amplio espectro (Agrios, 2005; 
Chisholm et al., 2006; Jones et al., 2006; López, 2007) 
 
En las plantas son los genes R, son los que conforman la base genética del modelo de resistencia 
gen por gen. Los genes de este grupo clonados hasta la fecha han sido agrupados en un número de 
clases basados en las secuencias de proteínas que ellos codifican. Un numeroso grupo de estos 
genes R codifican para proteínas  que presentan un dominio NBS (Nucleotide Binding Sites) en su 
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extremo N-terminal y un dominio LRR (Leucine-Rich Repeats) (Aarts et al., 1998; Agrios, 2005; 
Ferrier-Cana et al., 2003; López et al., 2003; Meyers et al., 2003; Noir et al., 2001; Pan et al., 2000; 
Xu et al., 2005). Otro grupo importante de genes R es el que codifica proteínas que presentan un 
dominio LRR extracelular y pueden contener además un dominio transmembranal y un dominio 
kinasa intracelular (RLK del inglés, Receptor Like Kinase) (Michelmore, 2000; Pan et al., 2000). 
 
Los dominios conservados NBS comprenden los motivos P-Loop, un motivo de Kinasa-2 y GLPL 
lo cual ha permitido el reconocimiento y la identificación de genes de resistencia análogos en una 
gran variedad de especies a través del uso de primers degenerados (Anexo C). Se sabe que el 
dominio NBS es esencial en la actividad catalítica de procariotas y eucariotas y es requerido 
principalmente para las uniones ATP y GTP (Deng et al., 2000; Ferrier-Cana et al., 2003; Meyers 
et al., 2003; Noir et al., 2001; Soriano et al., 2005). Los análisis funcionales indican que estos 
conforman dos grandes grupos principales uno que incluye N, L6, RPP5, M y RPP1, codificando 
proteínas que contienen una región homologa receptora Toll/Interleukin-1 (TIR; llamada así debido 
a su homología con el dominio citoplasmático que corresponde a proteínas en Drosophilla spp. y 
mamíferos) de la región N-terminal de los NBS, y el otro grupo conocido como non-TIR se sabe 
que codifica un motivo LZ ( Lecine-zipper) en la región del N-terminal, esta última clase incluye 
proteínas codificadas por genes de resistencia RPS2 y RPM1 en Arabidopsis, los genes I2, Mi y Prf 
en tomate y el gen Dm3 en lechuga (Dickinson, 2003; Meyers et al., 1999; Noir et al., 2001; Pan et 
al., 2000) 
 
Los dominios de repeticiones ricas en leucina (LRR) se cree que son sitios que juegan un papel 
importante en el reconocimiento del patógeno en el proceso de infección. Sin embargo, no son muy 
utilizados para la amplificación de genes candidatos debido a su bajo nivel de conservación de la 
secuencias. Estos dominios son repeticiones de aminoácidos normalmente de alrededor de 24, que 
contienen leucinas u otro residuo hidrofóbico a intervalos regulares, generalmente espaciados por 
prolinas y asparaginas. Estos dominios están relacionados en las interacciones proteína-proteína en 
mamíferos, como por ejemplo en receptores de hormonas que reconocen glicoproteínas, ligandos o 
inhibidores enzimáticos que van a reconocer enzimas (Deng et al., 2000; Dickinson, 2003; Ferrier-
Cana et al., 2003; López, 2007; Meyers et al., 2003; Pan et al., 2000). La identificación de estos 
dominios en proteínas de resistencia en plantas, supone la hipótesis de que estos son dominios de 
reconocimiento, por lo tanto es importante tener en cuenta estas regiones para este tipo de análisis 
dado que todos los genes R candidatos aislados hasta el momento (excepto dos) contienen un 
dominio LRR (Dickinson, 2003; López, 2007).  
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En la planta los genes R dominantes codifican un producto que reconoce el factor de 
patogenicidad, efector o proteína Avr; el que a su vez es producto de un gen dominante del 
patógeno. Este mecanismo le confiere la inmunidad a la planta. Si esta no tiene el gen R o lo 
pierde, la planta se vuelve susceptible o sí por algún motivo el patógeno pierde o modifica el gen 
de Avr correspondiente evadirá el reconocimiento por parte de la planta y existirá infección 
(Dickinson, 2003; Jones et al., 2006; López, 2007). 
 
La similitud de secuencias entre muchas proteínas R (Anexo B) hace posible la obtención de genes 
análogos de resistencia denominados RGAs (Resistance gene analogs) mediante técnicas 
moleculares basadas en PCR y aunque la homología en la secuencia completa es baja, la existencia 
de los motivos conservados provee la oportunidad de diseñar primers degenerados para el su 
aislamiento. Esta metodología ha sido amplia y exitosamente aplicada para identificar y aislar 
genes NBS-LRR de varias plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas incluyendo cultivos y 
especies de importancia tales como la soya, arroz, Arabidopsis spp., fríjol, papa, lechuga, cítricos 
entre otros (Brugmans et al., 2008; Deng et al., 2000; Ferrier-Cana et al., 2003; Kanazin et al., 
1996; Leister et al., 1996; López et al., 2003; Mutlu et al., 2006; Shen et al., 1998; Soriano et al., 
2005; Timmerman-Vaughan et al., 2000; van der Linden et al., 2004; Yu et al., 1996). En café cabe 
resaltar los trabajos llevados a cabo por Noir et al. (2001) y Romero et al.(2010) en los cuales fue 
posible identificar RGAs para café obtenidos de especies C. arabica y C. canephora usando 
primers degenerados y específicos identificando en ambos trabajos 9 clases distintas de RGAs de 
tipo NBS. 
1.3 Roya del café Hemileia vastatrix y mejoramiento por 
resistencia 
Sin duda alguna la roya del café es la enfermedad más destructiva y de mayor importancia para la 
caficultura Colombiana por causar pérdidas de hasta un 30% en la producción acumulada en cuatro 
cosechas (Rivillas et al., 2005). Los esfuerzos realizados por el programa de mejoramiento de 
Cenicafé se han basado en la introgresión de la resistencia a esta enfermedad sin afectar la 
productividad y la calidad presente en el café colombiano (Alvarado et al., 2005; Alvarado et al., 
2002; Castillo et al., 1997; Moreno, 2004). 
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Desde la definición dada a la resistencia por Van Der Plank en 1968, se sabe que en los trabajos de 
mejoramiento genético se cuenta con dos tipos de resistencia: la resistencia vertical de tipo 
completo o específica que está condicionada por genes mayores que otorgan resistencia completa 
frente a determinadas razas de un patógeno y que en la actualidad se ajusta al concepto ETI 
(Effector-Triggered Immunity) (Jones et al., 2006; López, 2007) y la resistencia no especifica, que 
es efectiva en forma incompleta, parcial, cuantitativa u horizontal con pequeños efectos aditivos a 
varias cepas de un patógeno y está condicionada por la acción combinada de diversos genes 
menores (Chisholm et al., 2006; Jones et al., 2006; Nelson, 1973; Van der Planck, 1975) 
 
En el cultivo del café cuando se activa la resistencia, el patógeno, en este caso la roya, se produce 
en las hojas una reacción de hipersensibilidad; aunque el patógeno se encuentre en contacto con el 
huésped y penetre los tejidos, la reacción parasitaria no se establece, en éste caso el ataque del 
patógeno no pasa de unas pocas células muertas que aíslan al patógeno mientras células vecinas 
forman pequeñas tumefacciones como reacción de la planta a la presencia del patógeno. La 
resistencia vertical se determina basándose en observaciones de las lesiones generadas (Rodrigues 
et al., 1975). 
 
Estudios de Cenicafé, han mostrado que existen los dos tipos de resistencia a la roya en plantas 
derivadas del cruzamiento de C. arabica, var. Caturra por el Híbrido de Timor; estos dos tipos de 
resistencia a la roya del café son utilizados por los mejoradores en la formación y selección de 
variedades con resistencia. La resistencia anteriormente conocida como resistencia vertical, se 
caracteriza por ser de herencia simple o monogénica, no está influenciada por el medio ambiente y 
es poco durable. Por su parte la resistencia horizontal, es influenciada por el medio ambiente, es 
más duradera y posee herencia poligénica (Alvarado et al., 2005; Castillo et al., 1997; Moreno, 
2004). Esta última se caracteriza por una prolongada dilación en el inicio de la epidemia junto con 
una reducida tasa del progreso de la enfermedad (Alvarado et al., 2002; Castillo et al., 1986) 
 
En cuanto a la genética relacionada con el patosistema Café-Roya, se han realizado algunas 
investigaciones desde hace ya varias décadas, una de los mas importantes fue llevada a cabo por el 
CIFC donde basados en estudios de herencia de la resistencia a roya permitieron evidenciar que la 
resistencia a esta enfermedad está condicionada por al menos nueve genes principales dominantes 
y aparentemente independientes denominados SH1 al SH9, del mismo modo se presume que existe 
la misma cantidad de efectores (V1-V9) en el patógeno (Bettencourt et al., 1988; Rodrigues et al., 
12 Identificación y caracterización de marcadores moleculares de introgresión 
provenientes de Coffea canephora Pierre ex Froehner en líneas F5 de Coffea 
arabica L. 
 
1975) y cuya existencia había sido postulada sobre la base de la teoría de Flor (gen por gen) en los 
años cincuenta. A través de los análisis realizados se clasificaron las plantas en grupos fisiológicos 
caracterizados por su comportamiento de resistencia o susceptibilidad hacia las diferentes razas de 
la roya. Actualmente se reportan genes SH1, 2, 4, 5 en genotipos de café arábico de origen Etiopía, 
SH3 en C. liberica y progenies derivadas de este; y finalmente los genes SH6, 7, 8, 9 los cuales están 
ligados a C. canephora, y los cuales se presentan también en el Híbrido de Timor.(Bettencourt et 
al., 1968; Bettencourt et al., 1988; Rodrigues et al., 1975). 
 
La distribución de dichos factores de resistencia en los genotipos de café les ha permitido una 
clasificación en grupos fisiológicos; hoy en día se reconocen más de 45 razas de éste patógeno y 
las variedades resistentes pueden ser doblegadas por la evolución del mismo (Fernandez et al., 
2004). Todas las variedades de la especie Coffea arabica son susceptibles a la roya mientras que 
un alto nivel de resistencia se observa en varias accesiones de las especies diploides entre ellas C. 
canephora. Este mismo comportamiento ha sido observado en híbridos interespecíficos incluyendo 
al Híbrido de Timor y sus derivados (Lashermes et al., 1999). 
 
La homogeneidad y baja diversidad en cultivares presentes en América Latina limitó la 
introgresión de genes distintos debido a la autogamia presente en la especie cultivada. Por lo tanto, 
el mayor énfasis de los trabajos de fitomejoramiento se le ha dado a la conservación de la 
variabilidad genética de los nuevos cultivares, así como a la utilización de los bancos de 
germoplasma existentes. Es así como los genes de resistencia y el germoplasma apto para los 
cruzamientos se puede identificar y encontrar en plantas de café a través de los grupos fisiológicos. 
La alogamia presente en especies diploides e híbridos interespecíficos se presenta como una fuente 
de variabilidad disponible para la introgresión de genes. (Rodrigues et al., 1975) 
 
El mejoramiento por resistencia vertical a la roya de genotipos arábicos se ha llevado a cabo desde 
1953 en el Instituto Agronómico de Campinas (Carvalho y Monaco., 1975) y en Colombia desde 
1965 en Cenicafé (Castillo et al., 1997). Aprovechando las fuentes de resistencia disponible, 
Castillo en 1982 postuló tres estrategias para los programas de mejoramiento por resistencia.  
 
 La selección de materiales resistentes de C. arabica con características agronómicas muy 
buenas y su posterior introducción en cultivares locales. 
Capítulo 1 13
 
 
 Desarrollo de híbridos ínter-específicos con varias combinaciones de fenotipos resistentes, 
usando los genes mayores de resistencia de las especies diploides, principalmente C. 
canephora para introducirlos directamente en variedades comerciales de C. arabica 
 
 Introducción genotipos del grupo fisiológico con resistencia a todas las razas de la roya 
conocidas hasta el momento; usando al Híbrido de Timor para introgresar la resistencia 
directamente en variedades comerciales de alto rendimiento y de buena calidad de bebida , Ej: 
Caturra. 
 
En Colombia desde el año 1965 la conformación de variedades resistentes se ha llevado a cabo 
siguiendo la tercera estrategia). 
1.4 El Híbrido de Timor como fuente de resistencia 
En el centro de origen del café y en las zonas aledañas el intercambio genético entre genotipos 
arabicos esta restringido, el intercambio de genes entre especies distintas o con diferencia de 
ploidía es muy baja, Sin embargo en plantaciones productoras suelen encontrarse mezclas entre 
especies incluyendo diploides y tetraploides; encontrándose ocasionalmente híbridos espontáneos. 
 
Los híbridos resultantes de estos cruzamientos han sido ampliamente utilizados en el mejoramiento 
del café por resistencia a la roya. Este es el caso del Híbrido de Timor, esta accesión de la especie 
C. arabica es el resultado del cruzamiento interespecífico y espontáneo entre C. canephora (2n = 
2x = 22) y C. arabica (2n = 4x = 44) (Bettencourt, 1973). Desde su descubrimiento en 1927 en la 
Isla de Timor, este árbol ha mostrado gran variabilidad en varias de las características deseadas 
para los cultivos comerciales principalmente su contenido en genes de resistencia. El Híbrido de 
Timor recuperó su nivel de fertilidad y se estabilizó como tetraploide, posiblemente con un 
retrocruzamiento con C. arábica. Sin embargo este genotipo no se excluye del grupo de las 
arábicas (Lashermes et al., 1999). 
 
En la búsqueda de mecanismos para la introgresión de genes en variedades mejoradas de la especie 
arabica, se recurre a la transferencia de genes de resistencia. Dichos genes se encuentran 
especialmente en especies diploides tales como C. canephora. Sin embargo en sus comienzos, este 
mecanismo presentó el inconveniente de la diferencia de ploidía. Por lo tanto teniendo en cuenta 
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que la transferencia de caracteres deseados principalmente resistencia, era uno de los principales 
objetivos de los programas de mejoramiento se estableció al Híbrido de Timor como medio de 
transporte de genes, por la facilidad para los cruzamientos por ser un genotipo tetraploide, 
adicionalmente por contener dentro de su genoma genes de resistencia provenientes de C. 
canephora, (Anthony et al., 2002a; Carvalho et al., 1969; Van der Vossen, 2001). Esta ha sido la 
estrategia más utilizada en el continente Americano; específicamente en Centro y Sur América. La 
introgresión de genes se hace a partir de cruzamientos usando como padre y como fuente de 
resistencia algunas accesiones del Híbrido de Timor. (Bertrand et al., 2003; Lashermes et al., 
2000b) Dichas accesiones del Híbrido de Timor han sido seleccionadas para introgresar líneas 
mejoradas tales como la IAPAR 59 en Brasil, Variedad Colombia y Castillo® en Colombia, IHCafe 
90 y Costa Rica en centro América, Riuru 11 en Kenia y SLn 12 en India (Alvarado et al., 2005; 
Alvarado et al., 2002; Anthony et al., 2002a; Bertrand et al., 2003; Lashermes et al., 2000b; Nyoro 
et al., 1986). 
 
En Colombia el mejoramiento de café se ha realizado principalmente con el Híbrido de Timor 
accesión denominada CIFC 1343 (Rodrigues et al., 1975), el cual no solo ha sido útil para realizar 
introgresiones de genes de resistencia a la mayoría de razas de roya, sino por también proveer una 
gran variabilidad genética que ha permitido identificar resistencia y tolerancia a otras 
enfermedades incluyendo el CBD y agallas radicales en líneas derivadas de este cruzamiento. Este 
procedimiento se ha venido realizando por el centro de investigaciones de Café-Cenicafé desde 
1965 y aun se mantiene vigente (Alvarado et al., 2005; Moreno, 2004; Moreno et al., 2000). 
 
Las progenies derivadas de estos cruzamientos tienen un fondo de resistencia del tipo específico e 
inespecífico a la roya, además de una resistencia a otras enfermedades como el CBD y la 
enfermedad de las agallas radicales (Lashermes et al., 2000b; Lashermes et al., 1999; Moreno, 
2004). Así mismo se conoce que éste posee varios de los factores SH (SH6, SH7, SH8 y SH9) de 
resistencia a la roya, los cuales no se encuentran la especie de C. arabica que tiene los factores 
(SH1, SH2, SH4 y SH5) (Bettencourt, 1973; Bettencourt et al., 1988; Rodrigues et al., 1975). 
 
Los factores presentes en el Híbrido de Timor son los responsables de la resistencia de tipo 
completo e incompleto a la roya así como de la probable resistencia a la enfermedad de las cerezas 
(CBD). En Colombia los cruzamientos del Híbrido de Timor con variedades de C. arabica como 
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Caturra, producen descendientes con una notable variación genética, tanto en caracteres 
morfológicos como en producción y tipo de grano, lo que se le atribuye al origen interespecífico 
del progenitor (Alvarado et al., 2005; Castillo et al., 1997; Castillo et al., 1986; Moreno, 2004). 
1.5 Introgresión de genes y mejoramiento genético 
La introgresión se define como un movimiento de genes entre especies, la cual esta mediada por un 
cruzamiento, también se denomina transferencia de genes entre poblaciones genéticamente 
distintas (Rieseberg et al., 1998). La introgresión natural se lleva a cabo en regiones en donde 
individuos con divergencia en su contenido genético se cruzan. La recombinación parece ser muy 
importante en la evolución de las plantas ya que ha permitido el incremento en la diversidad 
genética, adaptabilidad, producción y resistencia a enfermedades y plagas (Arnold, 1997; 
Beaumont, 2001; Mahé et al., 2007b). Sin embargo la introgresión de genes también puede causar 
efectos negativos sobre la especie introgresada, algunos investigadores mostraron que la 
hibridación podría generar una baja en la calidad y el contenido nutricional de subproductos, así 
como también contribuir a la posible extinción de especies nativas (Levin et al., 1996). 
 
El mejoramiento del café en Colombia ha hecho uso del recurso de la introgresión de genes; 
especialmente los ligados a resistencia como es el caso de los factores SH, los cuales se han 
utilizado combinados con el objetivo de obtener genotipos con piramidación de genes 
(acumulación de todos los factores en un sólo genotipo) o para generar variedades de tipo 
compuesto para garantizar la resistencia durable (Moreno et al., 2000).  
 
La introgresión de genes para mejoramiento se realizó desde los años sesentas en Colombia y fue 
en los años ochentas cuando se liberó la variedad Colombia un cultivar de porte bajo, compuesto 
por la mezcla de semillas de varias progenies de generaciones avanzadas derivadas del 
cruzamiento de Caturra x HT, estas fueron seleccionadas por sus atributos agronómicos y por 
poseer resistencia completa a la roya (Castillo et al., 1986; Moreno, 2004). Así mismo; más 
adelante se desarrollo y se dio la liberación de la variedad Tabi, variedad de porte alto, derivada del 
cruzamiento de las variedades Típica y Borbón con individuos del HT siendo esta última 
desarrollada exclusivamente para regiones del país con condiciones especiales de veranos 
prolongados, distribución de lluvias no consistentes y alto brillo solar entre otras (Moreno, 2002). 
En la búsqueda de nuevas opciones para el caficultor, Cenicafé desarrolló la variedad Castillo y las 
Castillo regionales, usando como estrategia la introgresión de genes de resistencia, esta nueva 
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variedad se caracteriza por presentar resistencia completa e incompleta a la roya, posee líneas élites 
sobresalientes y que además son portadoras de posible tolerancia a la enfermad de las cerezas, 
además poseen características agronómicas deseadas destacando la alta productividad, un buen 
tamaño de grano y una alta adaptabilidad a las diferentes regiones cafeteras de Colombia 
(Alvarado et al., 2005) 
 
Esta estrategia, sin embargo, es dispendiosa, costosa y demanda mucho tiempo mediante métodos 
de mejoramiento tradicional. La disponibilidad de marcadores moleculares ligados introgresiones y 
posibles genes de resistencia serían muy útiles especialmente para su utilización como marcadores 
de selección; los cuales podrían ser incorporados en programas de selección asistida por 
marcadores (Herrera et al., 2002; Lashermes et al., 2000b) 
 
En café y basándose en los resultados obtenidos en análisis de introgresión sobre poblaciones 
mejoradas con material foráneo de C. liberica, Prakash et al. (2004), establecen que una visión a 
nivel molecular de estas regiones sería particularmente útil para entender la naturaleza y el nivel de 
introgresión de genes foráneos al genoma propio, como herramienta para una mejor explotación de 
los recursos genéticos en materiales usados como fuentes de resistencia. 
 
Los análisis de introgresión permiten además identificar fragmentos diferenciales de ADN que 
están asociados a material foráneo, esto es posible en el caso de la detección de ADN de la especie 
diploide Coffea canephora dentro de líneas avanzadas de Coffea arabica en poblaciones 
tetraploides (Prakash et al., 2002; Prakash et al., 2004). Estos análisis permitirían realizar una 
evaluación general de las principales introgresiones de la especie diploide introducida en las 
variedades mejoradas y determinar así que efecto podrían tener sobre características asociadas a la 
producción y a la calidad entre otras. Del mismo modo este sería un paso previo a la determinación 
de posibles genes involucrados en la resistencia a roya, lo que llevaría a incrementar la 
información existente en las bases de datos genómicos (Romero-Carpio et al., 2005).  
 
Además, la identificación de marcadores que pudieran estar ligados a resistencia y que estén 
presentes en especies diploides resistentes como Coffea canephora podría representar una 
invaluable herramienta genética para análisis de resistencia y establecer mapas para la clonación de 
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genes (Noir et al., 2003). Desarrollar estas oportunidades posibilitaría la implementación de la 
selección asistida por marcadores en los programas de mejoramiento genético de plantas. 
1.6 Marcadores moleculares 
Los marcadores moleculares son el tipo de marcadores genéticos más usados actualmente 
principalmente debido a su abundancia, básicamente son secuencias de ADN que han surgido de 
las diferentes clases de mutaciones incluyendo mutaciones puntuales, reordenamientos (indels) o 
errores de replicación. Estos pueden ser genes o segmentos de ADN codificante o sin ninguna 
función conocida, pero su herencia puede determinarse empleando técnicas moleculares 
establecidas. Generalmente estos marcadores deben poseer un alto polimorfismo, frecuencia 
abundante en el genoma, comportamiento selectivamente neutral, fácil acceso y alta 
reproducibilidad (Bonin et al., 2007). 
 
Durante los últimos 15 años la detección de variaciones al nivel de ADN han sido posibles por el 
advenimiento de las técnicas moleculares como los RFLPs (Restriction fragment length 
polymorphism), los RAPD (Random amplified polymorphic DNA) y los AFLP (Amplified fragment 
lenght polymorphism) (Maniatis et al., 1989; Vos et al., 1995; Welsh et al., 1990). Todas estas 
técnicas han sido utilizadas y perfeccionadas para una gran diversidad de estudios en muchos 
cultivos. 
 
Los marcadores moleculares han sido usados para obtener resultados en un gran número de 
investigaciones, que incluyen desde estudios de las relaciones filogenéticas de germoplasma hasta 
la búsqueda de genes de importancia. Previo al uso de marcadores moleculares, los marcadores de 
tipo morfológico eran utilizados como herramientas de selección, sin embargo eran escasos y 
muchas veces imprecisos (Berthaud et al., 1988), estos fueron apoyados más adelante con la 
aparición de las isoenzimas con las que se llevaron a cabo estudios diversidad genética para la 
búsqueda de marcadores específicos de selección desafortunadamente la información generada con 
este tipo de marcadores aún era escasa para la fecha.  
 
A pesar de los avances en el uso de técnicas moleculares, la búsqueda de marcadores para la 
especie arabica en café se dificulta por el bajo polimorfismo reportado para estas. 
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1.6.1 Polimorfismo en longitud de los fragmentos amplificados (AFLPs) 
Dentro del grupo de marcadores basados en PCR los AFLPs se han destacado por ser un método 
altamente sensible para las estudios de fingerprinting y para el reconocimiento de fragmentos 
específicos del ADN, lo que les permite ser utilizados en una variedad de organismos incluyendo 
plantas, animales y humanos; destacando la utilidad en el diagnostico médico, el análisis forense y 
tipificación microbiana, por nombrar solo algunos (Bonin et al., 2007).  
 
Estudios comparativos entre RFLP, RAPD, AFLP y SSRs han mostrado que los AFLPs son más 
efectivos en cuanto al método para estimar diversidad genética y búsqueda de segmentos 
específicos y discriminantes ya que genera cientos de polimorfismos asociados con el sitio de 
restricción (JinPing et al., 2009; Ke et al., 2004; Negi et al., 2000; Portis et al., 2004; Prakash et al., 
2002; Shan et al., 2005; Van Bergen et al., 2005).  
 
La técnica AFLPs despertó un gran entusiasmo desde su desarrollo a mediados de los 90s (Vos et 
al., 1995), ya que ha aportado respuestas a algunas incógnitas de la biología en una amplia 
variedad de organismos incluyendo hongos, plantas, aves, peces incluso humanos (Barluenga et al., 
2006; Irwin et al., 2005; Kis-Papo et al., 2003; Prochazka et al., 2001; Savolainen et al., 2006). Es 
por esto que se ha convertido en una invaluable y poderosa herramienta para ser usada como un 
sistema de marcador genético, en ecología, mejoramiento y evolución. Por otro lado la 
identificación de marcadores moleculares y la construcción de mapas genéticos en plantas a partir 
de estos ha acelerado de manera significativa los análisis especialmente en genómica y el 
mejoramiento de plantas (Anthony et al., 2002b; JinPing et al., 2009; Ke et al., 2004; Lashermes et 
al., 2000b; Lu et al., 2008; Miura et al., 2005; Negi et al., 2000; Schmidt et al., 2004; Steiger et al., 
2002; Thomas et al., 1995; Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2007). 
 
Entre las virtudes que se les han adjudicado a los AFLPs se encuentra el potencial análisis de 
diversidad genética dentro y entre especies (Anthony et al., 2002b; Coulibaly et al., 2003; 
Dessalegn et al., 2008; Steiger et al., 2002), la detección de fragmentos de introgresión y ligados a 
características de importancia (Bertrand et al., 2003; Cervera et al., 1996; Egea-Gilabert et al., 
2003; Hartl et al., 1999; Herrera et al., 2002; JinPing et al., 2009; Ke et al., 2004; Lashermes et al., 
2000b; Lashermes et al., 2011; Negi et al., 2000; Prakash et al., 2002; Prakash et al., 2004), así 
como también, la construcción de mapas de ligamiento de pequeños y grandes genomas (Aitken et 
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al., 2005; Albertini et al., 2003; De Brito et al., 2010; Hanai et al., 2010; Hayes et al., 2000; 
Lashermes et al., 2000b; Pearl et al., 2004).  
 
1.6.2 Marcadores AFLPs en café 
El desarrollo de marcadores moleculares en café se ha utilizado para incrementar la capacidad de 
discriminar entre especies y de esta manera determinar la estructura de la población en estudio, lo 
que redunda en la posible selección y discriminación de genotipos deseables, una de las mayores 
utilidades de los marcadores generados por AFLPs es la posibilidad convertirlos en sitios de 
secuenciación blanco (STS del inglés, sequence-tagged sites), o marcadores de regiones 
amplificadas de secuencias caracterizadas (SCAR del inglés, sequence-characterized amplified 
región) de gran utilidad en diferentes estudios que pueden apoyar al entendimiento de los genes de 
resistencia a la roya del café a través de metodologías que permitan, la búsqueda sobre librerías 
genómicas (BAC Bacteria Artificial Chromosomes), ubicación en cromosomas y el desarrollo de 
marcadores específicos (Mahé et al., 2007b) 
 
Dentro de los estudios destacados usando AFLPs cabe resaltar el logro en el desarrollo de mapas 
saturados con regiones que contienen genes de importancia económica en algunos cultivos. En 
café, desde el punto de vista de la identificación de fragmentos de introgresión los análisis 
reportados por Prakash et al. (2004), han confirmado las virtudes de la técnica AFLP para estudios 
de este tipo en la búsqueda de marcadores ligados a genes de resistencia SH3, un gen que fue 
introgresado a una variedad comercial de Coffea arabica y que proviene de la especie diploide C. 
liberica..  
1.6.3 RGAs y técnicas combinadas 
A pesar de la utilidad de los AFLPs como herramienta para estudios de diversidad genética, 
fingerprinting de germoplasma, análisis de QTLs, mapeo y selección de marcadores para selección 
asistida, son considerados como marcadores anónimos, ya que la mayoría de estos marcadores 
generados representan muestras aleatorias del genoma evaluado. Los AFLPs presentan 
limitaciones en la búsqueda de genes responsables para las características asociadas a la evolución 
y al genotipo de las plantas (Zhang et al., 2007). 
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Los marcadores funcionales de regiones que se transcriben en el genoma han llamado últimamente 
la atención. Dos de los marcadores más conocidos y que están dirigidos a marcar zonas 
codificantes son los SRAPs y TRAPs de las siglas en inglés (Sequence-related amplified 
polymorphism) y (Targeted region amplified polymorphism), respectivamente. Por otro lado 
muchos otros marcadores han sido desarrollados a partir de genes o secuencias de expresión ESTs, 
es el caso de los STS (Sequence Target Site), SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) y los SSRs 
(Single Sequence Repeat) los cuales han funcionado satisfactoriamente en muchos cultivos como 
marcadores de regiones codificantes (Borevitz et al., 2003; Hu et al., 2003; Li et al., 2001). 
 
Los más recientes y que han generado buenos resultados son los marcadores generados a partir del 
uso de la técnica denominada AFLP-RGA la cual combina el poder y la versatilidad de los 
marcadores generados con la técnica de AFLPs y el uso de primers diseñados a partir de 
secuencias asociadas a genes de resistencia análogos en distintas especies de plantas denominados 
RGAs (Resistance Gene Analogs). Para ello es necesario tener en cuenta la estructura de los genes 
R, basados en la homología de las secuencias entre genes de este tipo. Los métodos se basan en el 
uso de primers degenerados, estos permiten identificar motivos conservados que han sido 
satisfactoriamente empleados para aislar e identificar RGAs en varias especies de plantas entre 
monocotiledóneas y dicotiledóneas (Dickinson, 2003; López et al., 2003; Zhang et al., 2007). La 
aplicación de esta metodología a permitido el mapeo exitoso de genes de resistencia a 
enfermedades, sin embargo para llegar a este punto se hace necesario el clonar y secuenciar para 
obtener de esta manera secuencias STS, a partir de las cuales se podrían diseñar primers 
específicos ligados a la resistencia (JinPing et al., 2009; López, 2007; Noir et al., 2001; Zhang et 
al., 2007).  
 
Hayes y Maroof-Saghai, (2000) propusieron un procedimiento con un primer AFLP y primers 
degenerados NBS en la segunda fase de amplificación para la identificación de genes R en soya 
(Glycine max L. Merr). Recientemente también ha sido utilizado con éxito para aislar RGAs en 
pimentón (Capsicum annuum L.), lupino (Lupinus angustifolius L.), café (C. arabica y C. 
canephora) (Egea-Gilabert et al., 2003; Noir et al., 2001; Romero et al., 2010; Soriano et al., 2005; 
You M et al., 2005). Todos estos métodos se basan exclusivamente en la región NBS.  
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La búsqueda de marcadores moleculares asociados a las introgresiones ligadas a materiales 
resistentes como C. canephora y el HT, mediante las técnicas mencionadas, permite conocer un 
poco más sobre la transferencia de material genético a través del HT, así como también la posible 
asociación e identificación de secuencias ligadas a genes involucrados con la respuesta inmune de 
la planta, generando así avances en la ruta hacia la selección asistida por marcadores (MAS). 
 
La selección asistida por marcadores ó MAS ha sido propuesta por varios investigadores como una 
herramienta de selección rápida y efectiva para procesos de selección tanto para características 
cualitativas como cuantitativas, ya que por considerarse marcadores para selección de genotipos 
con características cuantitativas deseadas, se constituye en una instrumento para apoyar los 
programas de mejoramiento (Barloy et al., 2007; Benchimol et al., 2005; Collard et al., 2008; 
Hospital, 2009; Kelly et al., 2003; Lee, 1995). Del mismo modo, el uso del MAS está justificado 
principalmente para: (i) características de difícil manejo a través de selección convencional basada 
en fenotipo, (ii) para la eficiencia en el uso del tiempo y recursos en los programas de 
mejoramiento, (iii) para la selección de características afectadas por el ambiente, (iv) para evitar la 
presencia de alelos recesivos durante retrocruzamientos y (v) para la piramidación de múltiples 
características sean de tipo monogénico o para características de herencia compleja (QTls) entre 
otras (Collard et al., 2008; Xu et al., 2008). 
 
Los análisis para la búsqueda de introgresiones mediante las técnicas reportadas permiten un 
mayor conocimiento de este fenómeno así como un mayor entendimiento de ventajas y 
consecuencias de los programas de mejoramiento por resistencia llevados a cabo en Cenicafé. La 
identificación de posibles secuencias codificantes y el reconocimiento de genes homólogos de 
resistencia se constituye como un gran aporte como herramienta de verificación en el proceso de 
selección de genotipos en almácigos en la ruta hacia la obtención de nuevas variedades generadas a 
partir de los cruzamientos ya que se cuenta con marcadores específicos asociados a introgresión y 
resistencia a enfermedades, con los cuales se pueden hacer verificaciones a nivel molecular de 
manera rápida identificando la presencia o ausencia dichos marcadores en un gran número de 
plantas de su establecimiento en campo, o bien incluir estos nuevos marcadores generados en 
estudios de mapeo, diversidad genética, caracterización de genotipos.  
 
 
 
 

  
 
2. Articulo 1 
IDENTIFICACIÓN DE MARCADORES MOLECULARES AFLPs ASOCIADOS A 
INTROGRESIÓN EN LINEAS MEJORADAS F5 CON RESISTENCIA A LA ROYA DEL 
CAFE. 
 
IDENTIFICATION OF AFLP MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED WITH 
INTROGRESSION IN F5 BREEDING LINES WITH RESISTANCE TO COFFEE RUST 
 
FERNANDO GARCÍA-BASTIDAS1, Ing. Agrónomo; CAMILO LÓPEZ-CARRASCAL2, Ph. D.; 
HUVER POSADA-SUAREZ, Ph. D.1 
1
 Disciplina de Mejoramiento Genético. Centro Nacional de Investigaciones de Café (CENICAFE). 
Planalto, Km 4 vía antigua Chinchiná-Manizales, Chinchiná Caldas, Colombia. 
Huver.Posada@cafedecolombia.com FernandoAlexander.Garcia@cafedecolombia.com. 
2
 Laboratorio de Fitopatología Molecular. Departamento de Biología, 
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, 
Sede Bogotá, AA14490, Bogotá, Colombia. celopezc@unal.edu. 
 
 
 
RESUMEN 
 
El café (Coffea sp.) es uno de los principales productos de exportación en el mundo, proporciona la 
bebida más popular y se consolida el pilar de la economía de muchos países en desarrollo. El 
mejoramiento genético de características agronómicas de interés, principalmente la resistencia a la 
roya, se ha llevado a cabo mediante la introgresión de genes de especies diploides resistentes como 
Coffea canephora usando como puente al Híbrido de Timor. Con miras a acelerar el mejoramiento 
genético es necesario identificar las regiones genómicas introgresadas y asociarlas con al genotipo 
de interés. Empleando 36 pares de combinaciones de primers AFLPs (amplied fragment length 
polymorphism) en una muestra que incluye un total de 74 individuos entre introgresados y no 
introgresados distribuidos en bulks se logró identificar 28 fragmentos correspondientes a posibles 
marcadores de introgresión. Once de estos marcadores presentaron un porcentaje de 38 a 66%  de 
homología con posibles proteínas involucradas en resistencia. El presente trabajo representa una 
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contribución en la identificación de marcadores ligados a la introgresión foránea de C. canephora 
dentro de Coffea arabica principalmente en componentes resistentes de la variedad Castillo®
. 
 
PALABRAS CLAVE: Introgresión, AFLPs, marcador molecular, Coffea arabica, Coffea 
canephora. 
 
ABSTRACT 
 
Coffee (Coffea sp.) is one of the world's most important agricultural export products, provides the 
most popular drink and consolidates itself as the mainstay of the economies of many developing 
countries. Breeding of agronomic traits of interest mainly disease resistance has been carried out 
by the introgression of genes from diploid species such as Coffea canephora using as a bridge the 
Timor Hybrid. In the way to accelerate coffee breeding is necessary to identify genomic regions 
introgressed and associated with the genotype of interest. Using 36 pairs of AFLP (amplied 
fragment length polymorphism)  primer combinations in a sample comprising a total of 74 
genotypes introgressed and non-introgressed distributed in bulks, 28 fragments were identified for 
possible markers of introgression. Eleven of these markers showed a percentage of 38 to 66% 
homology with potential associated proteins involved in resistance. This work represents a 
contribution to the identification of markers linked to alien introgression of C. canephora into 
Coffea arabica mainly in the resistant lines components of variety Castillo® 
 
KEY WORDS: Introgression, coffee, AFLPs, molecular marker, Coffea arabica, Coffea 
canephora. 
INTRODUCCIÓN 
 
El cultivo del café es uno de los más importantes productos agrícolas alrededor del mundo. Se 
produce en cerca de 80 países tanto en regiones tropicales como subtropicales representando en 
muchos casos el soporte económico de más de 120 millones de personas en todo el mundo 
(Berthaud et al., 1988; Pearl et al., 2004). El café pertenece al género Coffea dentro de la familia de 
las rubiáceas. A pesar de la importancia económica que representa este género, de las 126 especies 
descritas hasta la fecha tan sólo dos son las especies explotadas comercialmente y de gran impacto 
económico (Davis et al., 2008). El 65% de la producción mundial de grano está representada por la 
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especie Coffea arabica L (Arabica) y el porcentaje restante se adjudica a otras, principalmente 
Coffea canephora Pierre (Robusta) (International Coffee organization, Http://www.ico.org). 
 
La especie C. arabica es tetraploide (2n = 4x = 44), mientras que el resto, incluyendo C. 
canephora son diploides (2n = 2x = 22). Las especies diploides son auto-incompatibles, lo que 
tiene como consecuencia una gran variabilidad genética, en contraste con C. arabica la cual 
presenta bajo nivel de polimorfismo (Bertrand et al., 2003; Lashermes et al., 1999). Estudios 
moleculares y citológicos han mostrado que la especie C. arabica se presenta como un genotipo 
alotetraploide que se originó por la hibridación espontánea entre las especies C. canephora (2n= 
22) y C. eugenioides (2n = 22) y cuyo híbrido interespecífico sufrió una duplicación de los 
cromosomas o un posible evento de gametos no reducidos. Estudios posteriores han determinado 
que el genoma de Coffea arabica contiene dos sub-genomas constitutivos diploides; el genoma Ea 
de Coffea eugenioides y el genoma Ca perteneciente a Coffea canephora (fig. 1). Sin embargo se 
ha reportado una baja divergencia entre ellos (Herrera et al., 2002; Lashermes et al., 1999; 
Silvarolla et al., 2004). 
 
La transferencia e introgresión de genes de especies silvestres relacionadas a especies cultivadas de 
valor comercial o nutricional se ha logrado mediante cruzamientos específicos. Esta estrategia es 
una de las más empleadas dentro de los programas de mejoramiento, no solo para café sino para 
otros cultivos de interés comercial en todo el mundo(Van der Vossen, 2001). En café la 
introgresión de genes, principalmente los de resistencia provenientes de especies diploides, no es 
tarea fácil debido principalmente a problemas inherentes a la hibridación interespecífica, 
resultando muchas veces en inestabilidad híbrida, infertilidad, segregaciones no-mendelianas, 
bajos niveles de recombinación inter-genómica entre otros (Stebbins, 1958). Sin embargo ha sido 
posible obtener híbridos interespecíficos entre especies tetraploides y diploides incluyendo C. 
canephora (Bettencourt y Rodrigues, 1988). El híbrido interespecífico más reconocido es el 
Híbrido de Timor (HT) (2n = 4x = 44). El HT se generó de manera espontánea entre Coffea 
arabica y Coffea canephora en la Isla de Timor en 1927 (Bettencourt, 1973). El HT se ha utilizado 
en las últimas décadas como el principal genotipo empleado en los más importantes programas de 
mejoramiento por contribuir con genes de resistencia a las más importantes plagas y enfermedades 
incluyendo a la roya anaranjada (Hemileia vastatrix), la enfermedad de las cerezas CBD (Coffee 
Berry Disease) causado por (Colletotrichun kahawae) y a nematodos de las agallas radicales 
(Meloidogyne exigua). Lashermes et al. (2000) demostraron que líneas introgresadas descendientes 
del HT han retenido cantidades significantes de material genético correspondiente al genotipo 
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resistente C. canephora. Sin embargo es poco lo que aún se conoce sobre cuál o cuáles regiones 
genómicas han sido introgresadas desde C. canephora a través del HT hasta las líneas mejoradas 
por Cenicafé principalmente variedad Colombia y Castillo® (Alvarado et al., 2005; Alvarado et al., 
2002). 
 
Las técnicas de marcadores moleculares han servido como un método efectivo y práctico para 
acelerar el mejoramiento de plantas y ofrecen potenciales oportunidades para mejorar la eficiencia 
y eficacia del mejoramiento genético a través del empleo de la selección asistida por marcadores 
también conocida como MAS (Marker Assisted Selection) (Hu et al., 2003; Negi et al., 2000; You 
et al., 2005). Estas estrategias han sido satisfactoriamente implementadas en plantas como trigo 
(Barloy et al., 2007; Helguera et al., 2005), arroz (Ashikari et al., 2005; Zhang et al., 2006), maíz 
(Benchimol et al., 2005), donde el objetivo principal ha sido el establecimiento de este tipo de 
sistemas para desarrollo de un procedimiento de selección basado en genotipo más que en fenotipo 
(Graner et al., 1999; Kelly et al., 2003). Dentro del grupo de marcadores basados en PCR los 
AFLPs se caracterizan por ser altamente sensibles e informativos, lo que los ha posicionado como 
una técnica ampliamente utilizada en estudios de fingerprinting (Schmidt et al., 2004), para evaluar 
la diversidad genética dentro y entre especies (Dessalegn et al., 2008; Steiger et al., 2002; Van 
Bergen et al., 2005), en la construcción de mapas de ligamiento (Aitken et al., 2005; Albertini et 
al., 2003; Lashermes et al., 2000b; Lashermes et al., 2011; Pearl et al., 2004), en el reconocimiento 
e identificación de fragmentos de ADN específicos altamente relacionados con caracteres de 
importancia agronómica (Brugmans et al., 2003; Cervera et al., 1996; De Brito et al., 2010; Egea-
Gilabert et al., 2003; Hartl et al., 1999; JinPing et al., 2009; Ke et al., 2004; Kim et al., 2005; Lu et 
al., 2008; Miura et al., 2005; Thomas et al., 1995), así mismo como en la detección de fragmentos 
de introgresión (Negi et al., 2000; Prakash et al., 2002; Prakash et al., 2004). Los AFLPs han sido 
aplicados en diferentes organismos incluyendo hongos, plantas, aves, peces e incluso humanos 
(Barluenga et al., 2006; Irwin et al., 2005; Kis-Papo et al., 2003; Prochazka et al., 2001; 
Savolainen et al., 2006). Estudios comparativos entre RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism), RAPD (Random Amplification of Polymorfic DNA), AFLP (Amplied Fragment 
Length Polymorphism) y SSR (Simple Sequence Repeats) han mostrado que los AFLPs son los 
más efectivos para estimar la diversidad genética y para identificar fragmentos específicos y 
discriminantes gracias a que permite generar cientos de polimorfismos asociados con el sitio de 
restricción (Portis et al., 2004; Shan et al., 2005; Steiger et al., 2002). Una de las mayores 
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utilidades de los marcadores generados por AFLPs es la posibilidad de generar etiquetas de 
secuenciación (STS del inglés, Sequence-Tagged Sites), o de marcadores de regiones amplificadas 
de secuencias caracterizadas (SCAR del inglés, Sequence-Characterized Amplified Región) (Mahé 
et al., 2007a). 
 
Usando como metodología un BSA (Bulk Segregant Analysis) modificado (JinPing et al., 2009) y 
empleando 36 combinaciones de primers AFLPs, En este trabajo se identificaron polimorfismos 
entre materiales introgresados y no introgresado, con el objetivo de caracterizar aquellos 
marcadores ligados a posibles proteínas involucradas en procesos de introgresión de resistencia 
para su posterior inclusión como herramienta adicional de selección de genotipos dentro del 
programa de mejoramiento genético. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material Vegetal 
El material vegetal proviene del banco de germoplasma de la Estación Central Naranjal de 
Cenicafé. La población está conformada por 75 individuos introgresados y no introgresados 
distribuidos en bulks o individualmente (Tabla 1). Los bulks 1 a 7 corresponden a genotipos no 
introgresados. En este grupo de no-introgresados se encuentran cuatro bulks (bulks 1-4) de 
genotipos de la especie C. arabica entre ellos Caturra (progenitor femenino Var. Castillo®), 
Etiopia, Borbón y Típica. Adicionalmente se incluyeron dos bulks de genotipos de la especie C. 
canephora y un bulk del HT 1343 relacionados con el programa de mejoramiento genético de 
Cenicafé. Cada uno de estos bulks está formado por un número variable de individuos de cada 
genotipo, el cual oscila entre 3 y 10 (tabla 1). Los bulks 8 y 9 corresponden a testigos comerciales 
introgresados (IAPAR 59 y Costa Rica 95), variedades provenientes de Brasil y Costa Rica 
respectivamente, las cuales se caracterizan por tener introgresiones provenientes del HT diferentes 
al utilizado en Colombia. Cada uno de los bulks está formado por 10 individuos Finalmente, se 
emplearon 11 individuos correspondientes a líneas elite de generación F5 de la variedad Castillo® 
las cuales presentan resistencia a la roya del café (Tabla 1). Estas progenies son derivadas del 
cruzamiento entre [(Caturra (Coffea arabica) x Híbrido de Timor 1343 (Coffea arabica x Coffea 
canephora)].  
 
Extracción de ADN 
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El ADN geonómico se aisló de hojas jóvenes siguiendo el método de (Bernatzky et al., 1986) con 
modificaciones para ADN de café. Se tomó una hoja sana y joven la cual fue macerada en 
nitrógeno líquido, se adicionó 600 µL de buffer de extracción (sorbitol 350 mM, Tris 100 mM, 
EDTA 5mM, 0,2% de β-mercaptoetanol) y se mezcló. A cada muestra se le adicionó 50 µL de N-
lauroylSarcosin al 5% y 300 µL de buffer de lisis nuclear (CTAB 55mM, Tris 200 mM, EDTA 
50mM y NaCl 2M). Se incubó en baño María a 65 °C durante 60 min, agitando suavemente cada 
15 min Se realizó una limpieza con un volumen de cloroformo alcohol isoamílico (24:1). 
Finalmente el ADN se precipitó con isopropanol y se resuspendió en 200 µL de agua bidestilada 
estéril. La concentración final del ADN se determinó por absorbancia en un nanodrop 2000C 
(Thermo) a 260 nm y se verificó la calidad en gel de agarosa al 0.8% teñido con bromuro de etidio. 
 
Para la formación de los bulks se mezclaron cantidades equimolares del ADN de cada uno de los 
individuos descritos en la Tabla 1. 
 
Técnica AFLP (Digestión, Ligación y amplificación) 
El procedimiento para la técnica AFLP se llevó siguiendo el protocolo descrito por (Vos et al., 
1995) y siguiendo las recomendaciones del fabricante (AFLP Analysis system I Invitrogen®). La 
digestión del ADN genómico se llevo cabo a partir de 250 ng de ADN empleando 1U de cada 
enzima de restricción EcoRI y MseI. Se realizaron los ciclos de amplificación descritos en el 
manual del producto (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/aflpi_man.pdf). Los 
productos de PCR fueron corridos mediante electroforesis vertical en geles denaturantes de 
poliacrilamida al 6%. La visualización se realizó mediante el procedimiento de tinción con nitrato 
de plata (AgNO3 0.05%). (Promega, ® Madison, WI, EE.UU).  
 
Identificación, clonación y secuenciación de marcadores candidatos a introgresión. 
Los marcadores candidatos a introgresión se seleccionaron teniendo en cuenta el siguiente criterio: 
marcadores presentes en el HT 1343, en C. canephora y en al menos una de las líneas elite 
Castillo® F5, y ausentes en los genotipos susceptibles arábicos. (Caturra, Etiopia, Borbón y Típica). 
Los fragmentos polimórficos que cumplieran este criterio se eluyeron directamente del gel de 
poliacrilamida mediante el método de Acetato de Sodio 3M y se re-suspendieron en buffer AE 
(Tris-Cl 10 mM; EDTA 0,5 mM, pH 9,0).  
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La re-amplificación de los marcadores se llevo a cabo empleando 5 µl del ADN extraído y 
utilizando los mismos primers empleados en la amplificación selectiva (+3) del kit bajo las 
siguientes condiciones de PCR; 0.2 µL primer Eco RI (10 ng), 4,5 µL primer MseI (6.7 ng) 
(contiene dNTPs), 2 µL 10X buffer Plus (contiene MgCl2), 1U taq polimerasa (Fermentas) seguido 
de desnaturalización de 94 °C, alineamiento de primers a 46°C y elongación/elongación final a 
72°, durante 34 ciclos. El producto fue visualizado en geles agarosa al 3%, para verificar 
amplificación, tamaño y especificidad del marcador candidato. Los productos de PCR fueron 
purificados utilizando el kit QIAquik PCR Purificación (QIAgen) siguiendo las recomendaciones 
del fabricante. La clonación se llevó a cabo empleando el Kit TA Cloning® (Invitrogen). Los 
productos de ligación se introdujeron por transformación mediante choque térmico en células  E. 
coli DH5α. Las bacterias recombinantes fueron seleccionadas y recuperadas. A partir de estas 
bacterias se aisló el ADN plasmídico empleando el kit QIAprep® (Quiaen). Se confirmó la 
presencia de los insertos por PCR y los clones positivos fueron enviados a secuenciar en una sola 
dirección usando primers universales M13 (Macrogen laboratories, Corea). 
 
Análisis de marcadores secuenciados. 
Las secuencias fueron analizadas manualmente para verificar la presencia del fragmento. Se 
empleó el software Codon code Aligner v.1.2.3 para remover las secuencias del vector y primers. 
Las secuencias fueron comparadas con las presentes en las bases de dados públicas y privadas 
incluyendo las depositadas en café usando los algoritmos BLASTX y BLASTN (Altschul et al., 
1997). De acuerdo a la homologia de los marcadores con las secuencias públicas, la posible 
asociación de ellos a funciones se realizó mediante la agrupación de acuerdo a las tres categorías 
del gen ontology (GO) http://www.geneontology.org/. 
 
RESULTADOS 
Screening AFLP para detección de marcadores candidatos. 
A partir del ADN obtenido se realizó una evaluación preliminar con tres genotipos introgresados y 
siete no introgresados con el fin de determinar las combinaciones de primers de AFLP que 
mostraran el mayor grado de polimorfismo (Fig. 2). En total se evaluaron 36 combinaciones de 
primers que permitieron detectar un total de 448 bandas polimórficas. El número de bandas por 
combinación de primers osciló entre 40 a 70. La combinación con que se obtuvo el mayor número 
de bandas polimórficas fue E-ACT/M-AAC, mientras que con la que se obtuvo el menor número 
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fue E-CAC/M-CTA, 64% (23) de las combinaciones evaluadas permitieron la individualización de 
47 posibles marcadores candidatos a introgresión, según el criterio de presencia en introgresados y 
ausencia en no introgresados. A pesar de presentar bandas polimórficas, el 36% (13) de las 
combinaciones de primers restantes no presentaron el tipo de polimorfismo con el criterio 
establecido (Tabla 3.). El número de fragmentos candidatos a introgresión por pareja de primers 
fue de 1 a 4. Las combinaciones de primers que presentaron un mayor número de fragmentos 
candidatos fueron las combinaciones E-AAC/M-CTC y E-ACG/M-CTA con cuatro marcadores 
por combinación. 
 
Análisis de secuencias de marcadores AFLP ligados a la introgresión. 
A partir de los resultados obtenidos se escogieron 23 combinaciones de primers (Tabla 3) las 
cuales presentaron el mayor grado de discriminación para evaluar sobre las 20 muestras (Fig. 3). A 
partir del análisis de los fragmentos obtenidos se pudieron identificar 47 marcadores candidatos a 
introgresión. Los marcadores específicos designados como AFLP 1 a AFLP 47, fueron extraídos 
del gel, reamplificados, clonados y secuenciados a partir de un (1) genotipo de la variedad 
Castillo®. Los insertos clonados fueron amplificados usando los primers universales M13 y los 
amplicones fueron visualizados en un gel para verificar el tamaño esperado. De los posibles 47 
fragmentos iniciales se logró satisfactoriamente la extracción, clonación y secuenciación de 28 de 
ellos lo que equivale a cerca del 61% de efectividad. El tamaño de los fragmentos candidatos 
osciló entre 110 y 418 pares de bases. 
 
A partir de las secuencias obtenidas de estos marcadores ser realizó un análisis BLAST contra la 
base de datos Quimbaya de Cenicafé y contra la base de datos no redundante del GenBank® 
[consultada septiembre – 2011]. 
 
Las secuencias de los 28 fragmentos obtenidos fueron analizadas mediante un BLASTX contra la 
base de secuencias públicas en el GenBank lo que permitió identificar similitudes con secuencias 
previamente reportadas para 26 de ellas (Tabla 4.). La mayoría de secuencias obtenidas 
presentaron similitud significativa con secuencias de café presentes en esta base de datos, sin 
embargo algunas de ellas presentaron similitud con secuencias de otras especies como Vitis 
vinifera, Arabidopsis thaliana, Lycopersicon sculentum, y Solanum tuberosum entre otras. El 
porcentaje de similitud oscilo entre 30 y 83%. Las dos secuencias que no presentaron similitudes 
Capitulo 2 31
 
significativas mediante este análisis fueron comparadas con la base de datos de Cenicafé pero 
tampoco se detectaron similitudes significativas.  
 
Las secuencias de los fragmentos obtenidos fueron clasificadas en categorías funcionales según el 
criterio de gene ontology (GO) en tres grandes clases: proceso biológico (BP), componente celular 
(CC) y/o función molecular (MF). 
 
Según este análisis 11 (39.2%) de los marcadores podrían corresponder a regiones genómicas 
introgresadas asociadas a la inmunidad de las plantas. Es el caso de los marcadores AFLP 13, 26, 
17, 15, 21 y 4 los cuales mostraron homología con secuencias de genes que codifican para 
proteínas con el dominio NBS, LRR o TIR los cuales son característicos de proteínas de resistencia 
(Meyers et al., 2003; Michelmore R, 2000; Saraste et al., 1990). Los marcadores AFLP 9 y 22 
presentaron similitud con un gen involucrado con procesos biológicos relacionados a vías de 
señalización y defensa de las plantas. El marcador AFLP 14 mostró similitud con la familia de 
factores de trascripción WRKY los cuales modulan la expresión de genes de la respuesta de la 
planta al estrés biótico incluyendo heridas producidas por insectos o infecciones desarrolladas por 
patógenos (Eulgem et al., 2000; Hara et al., 2000; López, 2007; Ülker et al., 2004). Finalmente el 
marcador AFLP 2 presentó similitud con miraculina la cual podría estar relacionada con procesos 
biológicos ligados a la calidad, pero se ha visto también relacionada en mecanismos de defensa de 
la planta (Gahloth et al., 2011; Theerasilp et al., 1989). 
 
DISCUSIÓN 
La introgresión de genes en mejoramiento genético se ha logrado a partir de cruzamientos intra-
específicos e inter-específicos (Hajjar et al., 2007; Van der Vossen, 2001). A pesar de sus ventajas 
y de ser utilizada desde tiempo atrás, muchas veces esta estrategia presenta problemas debido a la 
incompatibilidad entre parentales. Esta situación se acentúa más cuando se trata de plantas que 
difieren en su estructura cromosómica (Herrera et al., 2004; Lashermes et al., 2011; Lashermes et 
al., 1999; Rieseberg et al., 1998; Stebbins, 1958). En café la introgresión de genes y/o regiones 
genómicas, principalmente asociadas a resistencia, provenientes de especies diploides, se ha 
logrado empleando híbridos interespecíficos, siendo el más utilizado el HT (Bettencourt, 1973). 
Varios estudios han logrado determinar que líneas introgresadas descendientes de este híbrido 
conservan segmentos significativos de material genético correspondiente al genotipo resistente C. 
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canephora (Lashermes et al., 2000b; Lashermes et al., 2011). Sin embargo es poco lo que aún se 
conoce sobre la identidad y secuencia de dichas regiones genómicas. 
 
En este estudio, utilizando una población formada por bulks del HT, de C. canephora, y de cuatro 
genotipos arábicos susceptibles no introgresados incluyendo; Caturra, Borbón, Típica y Etiopia, 
dos bulks con líneas mejoradas introgresadas con el HT en otros países productores (Costa Rica 95 
e Iapar 59) y 11 líneas elites componentes de la variedad Castillo® evaluadas individualmente a 
través de la estrategia de marcadores moleculares AFLPs, se lograron identificar 448 
polimorfismos a partir del uso de 36 combinaciones de primers. Estos polimorfismos generales se 
obtuvieron entre los diferentes genotipos evaluados. Este nivel de polimorfismo es similar al 
reportado en previos estudios realizados en otras especies de plantas, incluyendo café (Aitken et 
al., 2005; JinPing et al., 2009; Lashermes et al., 2000b; Lu et al., 2008; Xiao et al., 2006). 
 
A través del estudio de AFLP, empleando diferentes combinaciones de primers se obtuvieron entre 
40 a 70 bandas, siendo 55 el número en promedio por combinación de primers. La mayoría de 
bandas, presentaban un tamaño que oscilaba entre 100 pb y 700 pb lo cual es similar a lo reportado 
para esta técnica en otros estudios (JinPing et al., 2009; Lu et al., 2008; Vos et al., 1995). El 
número de polimorfismos por gel y por combinación de primers fue en promedio de 12,4; siendo la 
combinación E-ACT/M-AAC la que presentó el mayor número de polimorfismos con 25 bandas y 
la combinación E-CAC/M-CTA la que resultó menor informativa presentando solo dos bandas.  
 
Dado que el interés de este estudio era identificar posibles regiones genómicas introgresadas solo 
se consideraron aquellos fragmentos presentes en materiales con resistencia (HT y C. canephora) e 
introgresados (Líneas mejoradas Castillo®) y ausentes en susceptibles (arábicos: Caturra, Etiopia, 
Borbón y Típica). Bajo este criterio del total de polimorfismos generales se identificaron 
únicamente 47 posibles bandas candidatas a marcadores de introgresión del total de polimorfismos. 
Estos resultados sugieren una alta relación genética entre los materiales evaluados lo cual es 
consistente con los reportes de la literatura (Bertrand et al., 2003; Lashermes et al., 1999; Moncada 
et al., 2004). Esta baja diversidad entre especies de C. arabica se debe principalmente a la baja 
divergencia entre los dos sub-genomas constitutivos Ca y Ea que la conforman, sumado a un 
reciente evento de especiación (Anthony et al., 2002b; Herrera et al., 2002; Lashermes et al., 1999; 
Li et al., 2001). El relativo bajo nivel de polimorfismo detectado entre líneas elite y el resto de los 
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genotipos evaluados también se explica considerando la genealogía de estos materiales, los cuales 
se obtuvieron a partir de cruzamientos entre el HT y Caturra siendo ambas pertenecientes a la 
especie arabica. Sin embargo a pesar del alto grado de uniformidad genética de los materiales y su 
cercanía genealógica, la técnica AFLP mostró ser lo suficientemente discriminante para identificar 
algunos fragmentos presentando el criterio deseado. Dentro del grupo de primers evaluados las 
combinaciones E-AAC/M-CTC y E-ACG/M-CTA fueron las más informativas. De los 47 
fragmentos se logro la individualización y caracterización de 28 de ellos. El análisis de las 
secuencias obtenidas contra la base de datos de café (Quimbaya) de Cenicafé (Anexo D) permitió 
identificar 15 secuencias con homología a secuencias provenientes del genero Coffea spp. y en 
particular con 9 de la especie C. canephora. Este resultado posiblemente sugiere que estas 
secuencias podrían ser efecto de eventos de introgresión como se ha reportado en otros trabajos 
(Anthony et al., 2002a; Bertrand et al., 2003; Herrera et al., 2002; Lashermes et al., 2000b; 
Lashermes et al., 2011; Mahé et al., 2007b; Noir et al., 2003; Prakash et al., 2002; Prakash et al., 
2004), considerando que las bandas seleccionadas fueron obtenidas a partir de regiones genómicas 
identificadas en las líneas F5 (Var. Castillo) presentes en el HT, pero que a su vez provienen del 
material diploide resistente, en este caso la especie C. canephora que se conserva en este híbrido 
(Fig. 1). 
 
De ser así nuestros resultados sugieren que C. canephora podría ser la principal más no la única 
fuente de introgresión y que la retención del material genético proveniente del subgenoma Ca es de 
vital importancia para mantener las variedades con las características deseadas, principalmente 
debido a que las variedades comerciales han sido sometidas a procesos rigurosos de selección y 
aun así conservan secuencias introgresadas de C. canephora. Empleando análisis de ligamientos en 
una población F2 se pudo establecer que entre un 8 a 25% del genoma de C. canephora se podría 
encontrar en variedades derivadas del HT (Lashermes et al., 2000b; Lashermes et al., 2011), lo 
cual coincide de manera general con los resultados aquí descritos basados en el número y la 
presencia de fragmentos provenientes de C. canephora identificados en líneas F5 (10.4%). 
Adicionalmente, estos resultados apoyan la idea de que la introgresión de material genético 
foráneo, principalmente de diploides como C. canephora, podría no estar afectando las 
características más sobresalientes del café como las ligadas a la producción y a la calidad, 
características que han sido evaluadas por otros investigadores. (Bertrand et al., 2003; Lashermes 
et al., 2001; Priolli et al., 2008). La retención de regiones genómicas provenientes de C. canephora 
en líneas avanzadas aquí estudiadas podría ser consecuencia del comportamiento meiotico de las 
plantas introgresadas que fueron seleccionadas para cada generación. Recientemente se ha 
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sugerido que en el caso en que la introgresión provenga de C. canephora, esta podría 
preferencialmente ser retenida a partir del subgenoma Ca más que del Ea
 
debido a los procesos de 
autofecundación y selección que favorecen este subgenoma (Lashermes et al., 2011). 
Probablemente el origen interespecífico del HT (C. arabica x C. canephora) y su estrecha relación 
con C. canephora incrementan las probabilidades de mantener el subgenoma Ca a través de los 
procesos de selección, dado que este se ha consolidado como la fuente de resistencia para los 
cruzamientos en los programas de mejoramiento por contener dentro de su genoma genes de 
resistencia provenientes C.canephora (Fig. 1).  
 
Sin embargo el hecho de que seis de las secuencias de los marcadores, presentaron homología con 
las especies C. arabica y C. liberica confirma que la introgresión no es exclusiva del subgenoma 
Ca como ya ha sido descrito por Lashermes et al., (2011) y que la homogeneidad observada 
principalmente con la especie C. arabica se debe posiblemente al origen mismo de esta especie y a 
que a pesar que la diversidad genética es mayor comparado con las especies diploides, el genero 
Coffea comparte un amplio porcentaje del genoma, es posible también que la metodología utilizada 
no haya permitió un análisis más efectivo, dado que se incluyeron un número reducido de 
introducciones de C.canephora (Herrera et al., 2002; Lashermes et al., 1999; Moncada et al., 
2004). 
 
Los análisis de BLASTX contra la base de datos nr del Genbank permitieron identificar similitudes 
con proteínas previamente reportadas para 26 de las 28 secuencias obtenidas. Las especies 
diferentes a café con las que se presentó mayor similitud fueron V. vinifera, A. thaliana, L. 
sculentum y S. tuberosum. Esto puede indicar i) alto grado de relación evolutiva entre café y estas 
especies o ii) para estas especies existe un mayor número de secuencias reportadas por lo que se 
incrementa la probabilidad de encontrar similitudes significativas. Para algunos fragmentos, los 
niveles de similitud no fueron muy altos y para dos de ellos no se presento similitud significativa. 
Varias razones pueden explicar este hecho: i) las secuencias obtenidas fueron demasiadas cortas 
disminuyendo la probabilidad de encontrar similitudes significativas, ii) los fragmentos obtenidos 
corresponden a regiones genómicas no codificantes por lo cual no serán identificadas similitudes 
empleando el algoritmo BLASTX o iii) los fragmentos pueden corresponder a secuencias 
codificantes especificas en café y no reportadas en las bases de datos. 
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A pesar de que estos fragmentos pueden corresponder a regiones genómicas introgresadas el hecho 
de no presentar similitud con otras secuencias hace difícil atribuirles alguna función o relación con 
características de interés agronómico que han sido producto de eventos de introgresión en 
variedades mejoradas. Para lograr este tipo de asociaciones, posibles estudios podrían dirigirse a 
identificar polimorfismos en secuencias de individuos introgresados vs no-introgresados a partir de 
secuencias expresadas. Una opción podría ser utilizar una vez mas AFLPs pero partiendo de 
ADNc. Alternativamente, la secuenciación de ARNm empleando las técnicas de secuenciación 
como Illumina (http://www.illumina.com) o 454 (http://www.454.com), permitirán identificar 
polimorfismos de tipo SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) entre materiales introgresados y no 
introgresados y esto directamente sobre secuencias expresadas, haciendo relativamente más fácil la 
asociación entre polimorfismos y características fenotípicas. De igual manera la identificación de 
polimorfismos dirigida a genes que codifiquen proteínas posiblemente implicadas en resistencia, 
podría ser otra estrategia para asociar estos genes con el fenotipo de resistencia. 
 
Para 26 marcadores candidatos, las secuencias permitieron identificar similitud con las reportadas 
en la base de datos del GenBank. De estas secuencias 11 presentaron homologia con proteínas 
asociadas con la resistencia o candidatas a resistencia. En particular las secuencias AFLP 13, 26, 
17, 15, 21 y 4 corresponden a genes que codifican proteínas con dominios NBS, LRR y/o TIR, 
característicos de proteínas de resistencia y que reconocen de manera directa o indirecta proteínas 
del patógeno (Deng et al., 2000; Ferrier-Cana et al., 2003; López et al., 2003; Meyers et al., 2003; 
Meyers et al., 1999; Pan et al., 2000). Este tipo de genes resultan de vital importancia porque 
constituyen el primer modulo, el de reconocimiento, durante las respuestas inmunes de la plantas y 
son el objeto central dentro de los programas de mejoramiento genético (Kanazin et al., 1996; 
Leister et al., 1996; López, 2007; Shen et al., 1998; Yu et al., 1996). El hecho de haber identificado 
este tipo de genes en los materiales provenientes de procesos de introgresión y estar presentes en 
los materiales con altos niveles de resistencia a enfermedades como la roya, el CBD, agallas 
radicales (Lashermes et al., 2000b), los convierte en posibles genes de alto interés para posteriores 
estudios en donde se incluiría por ejemplo el diseño de primers específicos a estas secuencias los 
cuales podrían ser evaluados sobre poblaciones más grandes para distinguir entre introgresados y 
no introgresados. Una de las prioridades será asociar la presencia de estos genes con la resistencia 
a una determinada enfermedad y evaluar su presencia y expresión en diferentes materiales, no solo 
introgresados sino también ampliar su identificación en materiales resistentes y susceptibles para 
así establecer una real asociación. De confirmarse su función, estos genes podrían ser empleados 
en el programa de selección asistida por marcadores y/o en otros programas de mejoramiento 
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genético de café lo que contribuiría significativamente a desarrollar variedades de café superiores 
con resistencia durable. 
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Figura 2 -1: Esquema general del origen de las especies evaluadas: a). Coffea arabica (Caturra, 
Borbón, Típica, Etiopia), b). Híbrido de Timor, c). Variedades mejoradas (Líneas elite Castillo®) 
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Figura 2 -2: Ejemplo de la evaluación de tres combinaciones de primers AFLPs sobre un panel de 
genotipos seleccionados. Con flechas se indican los posibles marcadores candidatos de 
introgresión. Carriles 1, 3, 4 y 5: bulks materiales arábicos susceptibles. Carriles 2, 6 y 10: líneas 
elite Castillo® F5 resistentes. Carriles 7 y 8 bulk Híbridos de Timor,. Carril 9:bulk Coffea 
canephora. Panel 1 combinación E-ACT/M- CAA, panel 2 combinación E-AGG/M- CTC y panel 
3 combinación E-ACT/M- CTT. 
 
Figura 2 -3: Geles de acrilamida mostrando la presencia de marcadores polimórficos de 
introgresión. Panel 1 E-AAC/M-CTC. Panel 2 E-ACT/M-CTG. Carriles 1 a 4: bulks Coffea 
arabica, 5 y 6: bulks Coffea canephora, 7: bulk Híbrido de Timor, 8: bulk Costa Rica 95, 9: bulk 
Iapar 59, 10 a 20 Líneas Elite Castillo®.F5. 
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Tabla 2-1: Información de los genotipos utilizados y la conformación de los bulks en el 
análisis AFLP 
 
 
Muestra 
 
Genotipo 
No de 
individuos 
incluidos en el 
bulk 
Especie Tipo Origen 
Bulk 1 Caturra 7 C. arabica No introgresión Brasil 
Bulk 2 Etiopia 4 C. arabica No introgresión Costa Rica 
Bulk 3 Borbón 10 C. arabica No introgresión Brasil 
Bulk 4 Típica 10 C. arabica No introgresión Colombia 
Bulk 5 H de Timor 1343 4 C arabica x C. canephora  Portugal 
Bulk 6 C. Canephora 1 3 C.canephora No introgresión Costa Rica 
Bulk 7 C. Canephora 2 6 C. canephora No introgresión Costa Rica 
Bulk 8 Costa Rica 95 10 C. arabica Introgresadoa Costa Rica 
Bulk 9 Iapar 59 10 C. arabica Introgresadob Brasil 
10 Elite Castillo F5 1 CX.2848 C. arabica Introgresadoc Colombia 
11 Elite Castillo F5 2 CU.1855 C. arabica Introgresado Colombia 
12 Elite Castillo F5 3 CU.1852 C. arabica Introgresado Colombia 
13 Elite Castillo F5 4 CU.1815 C. arabica Introgresado Colombia 
14 Elite Castillo F5 5 CX.2197 C. arabica Introgresado Colombia 
15 Elite Castillo F5 6 CX.2827 C. arabica Introgresado Colombia 
16 Elite Castillo F5 7 CX.2710 C. arabica Introgresado Colombia 
17 Elite Castillo F5 8 CU.1997 C. arabica Introgresado Colombia 
18 Elite Castillo F5 9 CU.1827 C. arabica Introgresado Colombia 
19 Elite Castillo F5 10 CX.2178 C. arabica Introgresado Colombia 
20 Elite Castillo F5 11 CU.1843 C. arabica Introgresado Colombia 
a
 HT 832-1 (Coffea arabica x Coffea Canephora) 
b
 HT 832-2  (Coffea arabica x Coffea Canephora) 
c
 HT 1343  (Coffea arabica x Coffea Canephora) 
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Tabla 2-2: Número de combinaciones AFLP evaluadas y polimorfismos generales y posibles 
marcadores de introgresión, observados entre las muestras de resistentes (Híbrido de Timor, Coffea 
canephora, Líneas elite F5 Castillo®) y susceptibles no-introgresados (C. arabica: Caturra, 
Borbón, Etiopia y Típica) 
 E-NNN 
M-NNN* 
Número total de combinaciones AFLP evaluadas 36 
Número total de polimorfismos 448 
Número total de combinaciones AFLP con marcadores de introgresión 23 
Número total de combinaciones sin marcadores de introgresión 13 
Número total de bandas candidatas a introgresión 47 
Número final de marcadores seleccionados 28 
*
“E” y “M” designan los primers EcoRI y MseI respectivamente y N representa los nucleótidos selectivos adicionales. 
 
Tabla 2-3: Número de combinaciones de primers AFLP, número de bandas polimórficas y 
número de posibles marcadores candidatos a introgresión, por combinación de primers. 
No° EcoRI MseI B.P M.C 
 
No° MseI EcoRI B.P M.C 
 
  
1 AAC CAA 8 1  19 AAC ACT 25 3  
2 AAC CAG 23 2  20 CAA ACT 6 2  
3 AAC CTA 19 1  21 CAC ACT 11 0  
4 AAC CTC 19 4  22 CAT ACT 7 2  
5 AAC CTG 11 0  23 CTG ACT 9 2  
6 AAC CTT 13 2  24 CTT ACT 17 2  
7 AAG CAA 8 1  25 ACA AGC 7 2  
8 AAG CGT 15 3  26 AGT AGC 16 1  
9 AAG CTA 21 0  27 CAA AGC 12 2  
10 AAG CTT 6 0  28 CAC ACA 12 0  
11 ACA CAA 17 2  29 CTC AGC 10 0  
12 ACA CAG 11 0  30 CTG AGC 19 0  
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13 ACA CAT 22 2  31 CTC AGG 7 2  
14 ACA CTT 4 0  32 CTG AGG 17 2  
15 ACG CAA 15 1  33 CTT AGG 10 2  
16 ACG CAT 5 0  34 CAT CAC 15 2  
17 ACG CTA 12 4  35 CCA CAC 11 0  
18 ACG CTT 6 0  36 CTA CAC 2 0  
 Total Bandas polimórficas ( BP) 448 
 Total marcadores  candidatos (MC) 47 
 
Tabla 2-4: Análisis de similitud de los marcadores de introgresión con las bases de datos de 
secuencias públicas (GenBank 2011). 
Combin
ación 
primers 
MrI. ID Pb Posible 
 Función1 Secuencia homologa
2
 
%  
Identidad Valor-e 
E-AGC/ 
M-CAA AFLP-24 418 
MF: Sitio unión 
DNA 
RNA polymerase beta [Coffea arabica] 
YP_817473.1 83% 
4,00E-
14 
E-ACA/ 
M-CAA AFLP-6 270 CC: Biosíntesis 
fibrillin 8 [Coffea canephora] 
ABD39695.1 80% 
2,10E+
00 
E-ACT/ 
M-AAC AFLP-13 196 MF: Resistencia 
Putative NBS domain resistance protein 
[Coffea spp.] ABU51680.1 66% 
2,70E+
00 
E-AGG/ 
M-CTG AFLP-26 172 MF: Resistencia 
Putative NBS domain resistance protein 
[Coffea spp.] ABU51823.1 66% 
1,00E+
00 
E-CAC/ 
M-CAT AFLP-27 179 CC: Constitutivo 
Photosystem I P700 apoprotein A2 [Coffea 
arabica]  YP_817481.1 66% 
6,60E-
01 
E-AAC/ 
M-CTA AFLP-1 111 - 
Hypothetical protein [Coffea canephora] 
46C02.16 ABZ89190.1 63% 
2,50E-
01 
E-ACT/ 
M-CAA AFLP-17 170 MF: Resistencia 
Putative NBS domain resistance protein 
[Coffea spp.] ABU51866.1 63% 
7,50E-
02 
E-AAC/ 
M-CTC AFLP-2 185 
MF: Resistencia, 
Biosíntesis 
Miraculin-like protein [Coffea arabica] 
ABK01288.1 62% 
2,40E+
00 
E-ACG/ 
M-CTA AFLP-10 100 
MF: Crecimiento 
y desarrollo 
Putative oxygenase [Coffea arabica]  
AAK27512.1 61% 
3,50E-
03 
E-ACA/ 
M-CAT AFLP-7 384 
MF: proteína de 
unión 
Ethylene receptor [Coffea canephora] 
ADI44158.1 57% 
7,30E-
01 
E-ACT/ 
M-AAC AFLP-14 121 BP: Resistencia 
Putative WRKY1b transcription factor 
[Coffea arabica] ABC86708.1 57% 
4,00E-
01 
E-ACG/ AFLP-9 290 BP: señalización, 
muerte celular, Somatic embryogenesis receptor-like 
56% 6,80E-
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M-CTA mecanismos de 
defensa 
crecimiento 
celular,  
vías señalización 
kinase [Coffea canephora] CAI10726.1 01 
E-AAC/ 
M-CTC AFLP-5 135 
MF :funciones 
metabólicas, 
fosforilación, 
biosíntesis, 
calidad 
P-coumaroyl quinate/shikimate 3'-
hydroxylase [Coffea canephora] 
ABO77958.1 
55% 1,30E+00 
E-ACT/ 
M-AAC AFLP-15 108 MF: Resistencia 
Putative NBS-LRR protein [Coffea 
canephora] ABS82612.1 54% 
7,60E-
01 
E-ACA/ 
M-CAT AFLP-8 144 
BP MF: 
biosíntesis 
Caffeic acid O-methyltransferase [Coffea 
canephora] AAN03726.1 53% 
7,90E-
01 
E-ACT/ 
M-CAT AFLP-18 207 desconocido 
Putative protein [Coffea canephora] 
ABZ89184.1 53% 
3,30E-
02 
E-AGG/ 
M-CTC AFLP-25 163 
BP: Biosíntesis, 
metabolismo 
Cell-wall invertase [Coffea canephora] 
ABI17893.1 53% 
1,50E-
02 
E-ACG/ 
M-CTA AFLP-11 61 
MF:  actividad 
inhibitoria, 
componentes 
calidad 
Invertase inhibitor [Coffea canephora] 
ABI17896.1 50% 
4,50E-
01 
E-AAC/ 
M-CTC AFLP-3 129 
BP: procesos de 
oxidación -
reducción 
Plastid terminal oxidase [Coffea 
canephora] ABB70513.1 42% 
3,10E-
01 
E-ACT/ 
M-CTT AFLP-21 70 MF: Resistencia 
Putative TIR-NBS-LRR disease resistance 
protein [Coffea arabica] ABW76508.1 41% 
2,10E-
02 
E-AGC/ 
M-ACA AFLP-22 70 
BP: señalización, 
muerte celular, 
mecanismos de 
defensa 
crecimiento 
celular,  
vías señalización 
Somatic embryogenesis receptor-like 
kinase [Coffea canephora] ABN42681.1 40% 
8,10E-
03 
E-AAC/ 
M-CTC AFLP-4 108 MF: Resistencia 
Putative NBS-LRR protein [Coffea 
canephora] ABS82610.1 38% 
3,00E-
01 
E-ACT/ 
M-CTG AFLP-19 201 
CC: constitutivo 
MF: actividad 
trasportadora 
iones 
ATP synthase CF0 subunit IV [Coffea 
arabica] YP_817470.1 37% 
2,60E-
02 
E-AGC/ 
M-ACA AFLP-23 88 
CC: Componentes 
asociados a la 
calidad, MF: 
actividad 
Mannan synthase [Coffea canephora] 
ACF33171.1 33% 
1,60E-
02 
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catalizadora 
E-CAC/ 
M-CAT AFLP-28 114 
BP: floración, 
procesos post-
transduccionales, 
MF: sitios de 
unión 
Putative protein  >gb|ADZ55302.1| 
cyclophilin [Coffea canephora] 
ABZ89184.1 
33% 1,80E-01 
E-ACT/ 
M-CAA AFLP-16 181 
CC: cloroplasto, 
membrana 
Hypothetical chloroplast RF1 [Coffea 
arabica] YP_817540.1 30% 
3,70E-
02 
E-ACT/ 
M-CTT AFLP-20 100 No homología - - - 
E-ACG/ 
M-CTA AFLP-12 74 No homología - - - 
1
 posible funcionalidad de acuerdo a categorías del gen ontology (GO) 
2
 análisis homología de marcadores AFLPs usando BLASTX en base del GenBank NCBI 
 
44 Identificación y caracterización de marcadores moleculares de introgresión 
provenientes de Coffea canephora Pierre ex Froehner en líneas F5 de Coffea 
arabica L. 
 
 
BIBLIOGRAFÍA 
 
AITKEN KS, JACKSON PA, MCINTYRE CL. A combination of AFLP and SSR markers 
provides extensive map coverage and identification of homologous linkage groups in a 
sugarcane cultivar. TAG Theoretical and Applied Genetics. 2005;110(5):789-801. 
ALBERTINI E, PORCEDDU A, MARCONI G, BARCACCIA G, PALLOTTINI L, 
FALCINELLI M. Microsatellite-AFLP for genetic mapping of complex polyploids. Genome. 
2003;46(5):824-832. 
ALTSCHUL SF, MADDEN TL, SCHÄFFER AA, ZHANG J, ZHANG Z, MILLER W, et al. 
Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs. 
Nucleic Acids Research. 1997;25(17):3389-3402. 
ALVARADO G, POSADA H, CORTINA H. Castillo: Nueva variedad de café con resistencia 
a la roya. Avances Técnicos Cenicafé. 2005;337):1-8. 
ALVARADO G, PUERTA, G.I. La variedad Colombia y sus características de calidad física y 
en taza. Avances Técnicos Cenicafé. 2002;303(1-4. 
ANTHONY F, QUIROS O, TOPART P, BERTRAND B, LASHERMES P. Detection by 
simple sequence repeat markers of introgression from Coffea canephora in Coffea arabica 
cultivars. Plant Breeding. 2002a;121(6):542-544. 
ANTHONY FA, COMBES MC, ASTORGA CA, BERTRAND BB, GRAZIOSI GG, 
LASHERMES PL. The origin of cultivated Coffea arabica L. varieties revealed by AFLP and 
SSR markers. TAG Theoretical and Applied Genetics. 2002b;104(5):894-900. 
ASHIKARI M, SAKAKIBARA H, LIN S, YAMAMOTO T, TAKASHI T, NISHIMURA A, 
et al. Cytokinin Oxidase Regulates Rice Grain Production. Science. 2005;309(5735):741-745. 
BARLOY D, LEMOINE J, ABELARD P, TANGUY A, RIVOAL R, JAHIER J. Marker-
assisted pyramiding of two cereal cyst nematode resistance genes from Aegilops variabilis. 
Molecular Breeding. 2007;20(1):31-40. 
BARLUENGA M, STÖLTING KN, SALZBURGER W, MUSCHICK M, MEYER A. 
Sympatric speciation in Nicaraguan crater lake cichlid fish. Nature. 2006;439(7077):719-723. 
BENCHIMOL LL, SOUZA JR. CLD, SOUZA APD. Microsatellite-assisted backcross 
selection in maize. Genetics and Molecular Biology. 2005;28(789-797. 
BERNATZKY R, TANKSLEY SD. Genetics of actin-related sequences in tomato. TAG 
Theoretical and Applied Genetics. 1986;72(3):314-321. 
BERTHAUD J, CHARRIER A, 1988. Genetic resources of Coffea. Elsevier Applied science. 
Capitulo 2 45
 
BERTRAND B, GUYOT B, ANTHONY F, LASHERMES P. Impact of the Coffea canephora 
gene introgression on beverage quality of C. arabica. TAG Theoretical and Applied Genetics. 
2003;107(3):387-394. 
BETTENCOURT AJ. Consideracoes gerais sobre o ‘Hibrido de Timor’. Instituto agronómico 
de Campinas , Campinas Brasil. 1973;31(20. 
BETTENCOURT AJ Y RODRIGUES CJR ., 1988. Principles and practice of coffee breeding 
for resistance to rust and other diseases. Chapter 6 in  Coffee: Agronomy, RJ Clark, R Macrae, 
eds., Elsevier Applied Science Publishers  LTD, England,  4, 199-234 
BRUGMANS B, VAN DER HULST RGM, VISSER RGF, LINDHOUT P, VAN ECK HJ. A 
new and versatile method for the successful conversion of AFLP™ markers into simple single 
locus markers. Nucleic Acids Research. 2003;31(10):55. 
BRUGMANS B, WOUTERS D, VAN OS H, HUTTEN R, VAN DER LINDEN G, VISSER 
R, et al. Genetic mapping and transcription analyses of resistance gene loci in potato using 
NBS profiling. TAG Theoretical and Applied Genetics. 2008;117(8):1379-1388. 
CERVERA M, GUSMÃO J, STEENACKERS M, PELEMAN J, STORME V, VANDEN 
BROECK A, et al. Identification of AFLP molecular markers for resistance against 
Melampsora larici-populina in Populus. TAG Theoretical and Applied Genetics. 
1996;93(5):733-737. 
DAVIS AP, RAKOTONASOLO F. A taxonomic revision of the baracoffea alliance: nine 
remarkable Coffea species from western Madagascar. Botanical Journal of the Linnean 
Society. 2008;158(3):355-390. 
DE BRITO G, CAIXETA E, GALLINA A, ZAMBOLIM E, ZAMBOLIM L, DIOLA V, et al. 
Inheritance of coffee leaf rust resistance and identification of AFLP markers linked to the 
resistance gene. Euphytica. 2010;173(2):255-264. 
DENG Z, HUANG S, LING P, CHEN C, YU C, WEBER CA, et al. Cloning and 
characterization of NBS-LRR class resistance-gene candidate sequences in citrus. TAG 
Theoretical and Applied Genetics. 2000;101(5):814-822. 
DESSALEGN Y, HERSELMAN L, LABUSCHAGNE M. AFLP analysis among Ethiopian 
arabica coffee genotypes. African Journal of Biotechnology. 2008;7(18):3193-3199. 
EGEA-GILABERT C, DICKINSON MJ, BILOTTI G, CANDELA ME. Isolation of 
Resistance Gene Analogs in Pepper Using Modified AFLPs. Biologia Plantarum. 
2003;47(1):27-32. 
EULGEM T, RUSHTON PJ, ROBATZEK S, SOMSSICH IE. The WRKY superfamily of 
plant transcription factors. Trends in Plant Science. 2000;5(5):199-206. 
FERNANDEZ D, SANTOS P, AGOSTINI C, BON M-C, PETITOT A-S, C. SILVA M, et al. 
Coffee (Coffea arabica L.) genes early expressed during infection by the rust fungus (Hemileia 
vastatrix). Molecular Plant Pathology. 2004;5(6):527-536. 
FERRIER-CANA EF-C, GEFFROY V, MACADRÉ CM, CREUSOT FC, IMBERT-
BOLLORÉ PI-B, SÉVIGNAC MS, et al. Characterization of expressed NBS-LRR resistance 
46 Identificación y caracterización de marcadores moleculares de introgresión 
provenientes de Coffea canephora Pierre ex Froehner en líneas F5 de Coffea 
arabica L. 
 
gene candidates from common bean. TAG Theoretical and Applied Genetics. 
2003;106(2):251-261. 
GAHLOTH D, SHUKLA U, BIRAH A, GUPTA GP, ANANDA KUMAR P, DHALIWAL 
HS, et al. Bioinsecticidal activity of Murraya koenigii miraculin-like protein against 
Helicoverpa armigera and Spodoptera litura. Archives of Insect Biochemistry and Physiology. 
2011;78(3):132-144. 
GRANER A, STRENG S, KELLERMANN A, SCHIEMANN A, BAUER E, WAUGH R, et 
al. Molecular mapping and genetic fine-structure of the rym5 locus encoding resistance to 
different strains of the Barley Yellow Mosaic Virus Complex. TAG Theoretical and Applied 
Genetics. 1999;98(2):285-290. 
HAJJAR R, HODGKIN T. The use of wild relatives in crop improvement: a survey of 
developments over the last 20 years. Euphytica. 2007;156(1):1-13. 
HARA K, YAGI M, KUSANO T, SANO H. Rapid systemic accumulation of transcripts 
encoding a tobacco WRKY transcription factor upon wounding. Molecular and General 
Genetics MGG. 2000;263(1):30-37. 
HARTL L, MOHLER V, ZELLER FJ, HSAM SLK, SCHWEIZER G. Identification of AFLP 
markers closely linked to the powdery mildew resistance genes Pm1c and Pm4a in common 
wheat (Triticum aestivum L.). Genome. 1999;42(2):322-329. 
HELGUERA M, VANZETTI L, SORIA M, KHAN IA, KOLMER J, DUBCOVSKY J. PCR 
markers for Triticum speltoides leaf rust resistance gene Lr51 and their use to develop isogenic 
hard red spring wheat lines. Crop Sci. 2005;45(728-734. 
HERRERA JC, COMBES MC, ANTHONY F, CHARRIER A, LASHERMES P. 
Introgression into the allotetraploid coffee (Coffea arabica L.): segregation and recombination 
of the C. canephora; genome in the tetraploid interspecific hybrid ( C. arabica x C. 
canephora). TAG Theoretical and Applied Genetics. 2002;104(4):661-668. 
HERRERA JC, COMBES MC, CORTINA H, LASHERMES P. Factors influencing gene 
introgression into the allotetraploid Coffea arabica L. from its diploid relatives. Genome. 
2004;47(6):1053-1060. 
HU J, VICK B. Target region amplification polymorphism: A novel marker technique for plant 
genotyping. Plant Molecular Biology Reporter. 2003;21(3):289-294. 
IRWIN DE, BENSCH S, IRWIN JH, PRICE TD. Speciation by Distance in a Ring Species. 
Science. 2005;307(5708):414-416. 
JINPING X, LIGENG C, MING X, HAILIN L, WEIQI Y. Identification of AFLP fragments 
linked to seedlessness in Ponkan mandarin (Citrus reticulata Blanco) and conversion to SCAR 
markers. Scientia Horticulturae. 2009;121(4):505-510. 
KANAZIN V, MAREK LF, SHOEMAKER RC. Resistance gene analogs are conserved and 
clustered in soybean. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1996;93(21):11746-
11750. 
Capitulo 2 47
 
KE L, SUN Y, LIU P, YANG G. Identification of AFLP fragments linked to one recessive 
genic male sterility (RGMS) in rapeseed (Brassica napus L.) and conversion to SCAR markers 
for marker-aided selection. Euphytica. 2004;138(2):163-168. 
KELLY JD, GEPTS P, MIKLAS PN, COYNE DP. Tagging and mapping of genes and QTL 
and molecular marker-assisted selection for traits of economic importance in bean and cowpea. 
Field Crops Research. 2003;82(2-3):135-154. 
KIM D, HWANG JH, SHIN YU, SHIN IS, LEE HJ, HONG SS, et al. Development of 
molecular markers linked to several fruit traits in oriental pear.   . Acta Hort. 2005;671(315-
321. 
KIS-PAPO T, KIRZHNER V, WASSER SP, NEVO E. Evolution of genomic diversity and 
sex at extreme environments: Fungal life under hypersaline Dead Sea stress. Proceedings of 
the National Academy of Sciences. 2003;100(25):14970-14975. 
LASHERMES P, ANDRZEJEWSKI S, BERTRAND B, COMBES MC, DUSSERT S, 
GRAZIOSI G, et al. Molecular analysis of introgressive breeding in coffee ( &lt;i&gt;Coffea 
arabica &lt;/i&gt; L.). TAG Theoretical and Applied Genetics. 2000a;100(1):139-146. 
LASHERMES P, ANDRZEJEWSKI S, BERTRAND B, COMBES MC, DUSSERT S, 
GRAZIOSI G, et al. Molecular analysis of introgressive breeding in coffee (Coffea arabica  
L.). TAG Theoretical and Applied Genetics. 2000b;100(1):139-146. 
LASHERMES P, COMBES M-C, ANSALDI C, GICHURU E, NOIR S. Analysis of alien 
introgression in coffee tree (Coffea arabica L.). Molecular Breeding. 2011;27(2):223-232. 
LASHERMES P, COMBES MC, PRAKASH NS, TROUSLOT P, LORIEUX M, CHARRIER 
A. Genetic linkage map of Coffea canephora: effect of segregation distortion and analysis of 
recombination rate in male and female meioses. Genome. 2001;44(4):589-595. 
LASHERMES P, COMBES MC, ROBERT J, TROUSLOT P, D'HONT A, ANTHONY F, et 
al. Molecular characterisation and origin of the Coffea arabica L. genome. Molecular and 
General Genetics MGG. 1999;261(2):259-266. 
LASHERMES P, CROS J, MARMEY P, CHARRIER A. Use of random amplified DNA 
markers to analyse genetic variability and relationships of Coffea species. Genetic Resources 
and Crop Evolution. 1993;40(2):91-99. 
LEISTER D, BALLVORA A, SALAMINI F, GEBHARDT C. A PCR-based approach for 
isolating pathogen resistance genes from potato with potential for wide application in plants. 
Nat Genet. 1996;14(4):421-429. 
LI G, QUIROS CF. Sequence-related amplified polymorphism (SRAP), a new marker system 
based on a simple PCR reaction: its application to mapping and gene tagging in Brassica. TAG 
Theoretical and Applied Genetics. 2001;103(2):455-461. 
LÓPEZ C, 2007. Fitopatología Molecular, 1 ed. Universidad Nacional de Colombia, Bogotá. 
LÓPEZ CE, ACOSTA IF, JARA C, PEDRAZA F, GAITÁN-SOLÍS E, GALLEGO G, et al. 
Identifying Resistance Gene Analogs Associated With Resistances to Different Pathogens in 
Common Bean. Phytopathology. 2003;93(1):88-95. 
48 Identificación y caracterización de marcadores moleculares de introgresión 
provenientes de Coffea canephora Pierre ex Froehner en líneas F5 de Coffea 
arabica L. 
 
LU Y, CURTISS J, MIRANDA D, HUGHS E, ZHANG J. ATG-anchored AFLP (ATG-
AFLP) analysis in cotton. Plant Cell Reports. 2008;27(10):1645-1653. 
MAHÉ L, COMBES M-C, LASHERMES P. Comparison between a coffee single copy 
chromosomal region and Arabidopsis; duplicated counterparts evidenced high level synteny 
between the coffee genome and the ancestral Arabidopsis genome. Plant Molecular Biology. 
2007a;64(6):699-711. 
MAHÉ L, LE PIERRÈS D, COMBES MC, LASHERMES P. Introgressive hybridization 
between the allotetraploid Coffea arabica and one of its diploid ancestors, Coffea canephora, 
in an exceptional sympatric zone in New Caledonia. Genome. 2007b;50(3):316-324. 
MANIATIS T, FRITSCH EF, SAMBROOK J, 1989. Molecular Cloning: a laboratory manual. 
New York : Cold Spring Harbor Laboratory Press. 
MEDZHITOV R, JANEWAY JR CA. Innate Immunity: The Virtues of a Nonclonal System of 
Recognition. Cell. 1997;91(3):295-298. 
MEYERS B, KOZIK A, GRIEGO A, H K, R M. Genome-Wide Analysis of NBS-LRR–
Encoding Genes in Arabidopsis The Plant Cell. 2003;15(809-834. 
MEYERS BC, DICKERMAN AW, MICHELMORE RW, SIVARAMAKRISHNAN S, 
SOBRAL BW, YOUNG ND. Plant disease resistance genes encode members of an ancient and 
diverse protein family within the nucleotide-binding superfamily. The Plant Journal. 
1999;20(3):317-332. 
MICHELMORE R. Genomic approaches to plant disease resistance. Current Opinion in Plant 
Biology. 2000;3(2):125-131. 
MIURA Y, DING C, OZAKI R, HIRATA M, FUJIMORI M, TAKAHASHI W, et al. 
Development of EST-derived CAPS and AFLP markers linked to a gene for resistance to 
ryegrass blast ( Pyricularia sp.) in Italian ryegrass ( Lolium multiflorum Lam.). TAG 
Theoretical and Applied Genetics. 2005;111(5):811-818. 
MONCADA P, MCCOUCH S. Simple sequence repeat diversity in diploid and tetraploid 
Coffea species. Genome. 2004;47(3):501-509. 
NEGI MS, DEVIC M, DELSENY M, LAKSHMIKUMARAN M. Identification of AFLP 
fragments linked to seed coat colour in Brassica juncea and conversion to a SCAR marker for 
rapid selection. TAG Theoretical and Applied Genetics. 2000;101(1):146-152. 
NOIR S, ANTHONY F, BERTRAND B, COMBES MC, LASHERMES P. Identification of a 
major gene (Mex-1) from Coffea canephora conferring resistance to Meloidogyne exigua in 
Coffea arabica. Plant Pathology. 2003;52(1):97-103. 
NOIR S, COMBES MC, ANTHONY F, LASHERMES P. Origin, diversity and evolution of 
NBS-type disease-resistance gene homologues in coffee trees (Coffea L.). Molecular Genetics 
and Genomics. 2001;265(4):654-662. 
Capitulo 2 49
 
PAN Q, WENDEL J, FLUHRR. Divergent evolution of plant NBS-LRR resistance gene 
homologues in dicot and cereal genomes. Journal of Molecular Evolution. 2000;50(3):203-
213. 
PEARL HM, NAGAI C, MOORE PH, STEIGER DL, OSGOOD RV, MING R. Construction 
of a genetic map for arabica coffee. TAG Theoretical and Applied Genetics. 2004;108(5):829-
835. 
PORTIS E, COMINO C, LENZI A, LOMBARDI P, TESI R, LANTERI S. Amplified 
fragment length polymorphism for variety identification and genetic diversity assessment in 
oleander (Nerium oleander L.). Euphytica. 2004;136(2):125-137. 
PRAKASH N, COMBES M-C, SOMANNA N, LASHERMES P. AFLP analysis of 
introgression in coffee cultivars (Coffea arabica L.) derived from a natural interspecific 
hybrid. Euphytica. 2002;124(3):265-271. 
PRAKASH NS, MARQUES DV, VARZEA VMP, SILVA MC, COMBES MC, 
LASHERMES P. Introgression molecular analysis of a leaf rust resistance gene from Coffea 
liberica into C. arabica L. TAG Theoretical and Applied Genetics. 2004;109(6):1311-1317. 
PRIOLLI RHG, MAZZAFERA P, SIQUEIRA WJ, MÖLLER M, ZUCCHI MI, RAMOS 
LCS, et al. Caffeine inheritance in interspecific hybrids of Coffea arabica x Coffea canephora 
(Gentianales, Rubiaceae). Genetics and Molecular Biology. 2008;31(498-504. 
PROCHAZKA M, WALDER K, XIA J. AFLP fingerprinting of the human genome. Human 
Genetics. 2001;108(1):59-65. 
RIESEBERG L, CARNEY S. Plant Hybridization.Tansley Review No. 102 New Phytologist. 
1998;140(4 ):599-624  
SARASTE M, SIBBALD PR, WITTINGHOFER A. The P-loop a common motif in ATP- and 
GTP-binding proteins. Trends in Biochemical Sciences. 1990;15(11):430-434. 
SAVOLAINEN V, LEXER C, ANSTETT M-C, HUTTON I, CLARKSON JJ, NORUP MV, 
et al. Evolutionary biology: Sympatric plant speciation in islands. Nature. 
2006;443(7114):E12-E13. 
SCHMIDT H, TANIWAKI MH, VOGEL RF, NIESSEN L. Utilization of AFLP markers for 
PCR-based identification of Aspergillus carbonarius and indication of its presence in green 
coffee samples. Journal of Applied Microbiology. 2004;97(5):899-909. 
SHAN F, CLARKE HC, PLUMMER JA, YAN G, SIDDIQUE KHM. Geographical patterns 
of genetic variation in the world collections of wild annual Cicer characterized by amplified 
fragment length polymorphisms. TAG Theoretical and Applied Genetics. 2005;110(2):381-
391. 
SHEN KA, MEYERS BC, ISLAM-FARIDI MN, CHIN DB, STELLY DM, MICHELMORE 
RW. Resistance Gene Candidates Identified by PCR with Degenerate Oligonucleotide Primers 
Map to Clusters of Resistance Genes in Lettuce. Molecular Plant-Microbe Interactions. 
1998;11(8):815-823. 
SILVAROLLA MB, MAZZAFERA P, FAZUOLI LC. Plant biochemistry: A naturally 
decaffeinated arabica coffee. Nature. 2004;429(6994):826-826. 
50 Identificación y caracterización de marcadores moleculares de introgresión 
provenientes de Coffea canephora Pierre ex Froehner en líneas F5 de Coffea 
arabica L. 
 
STEBBINS GL, 1958. The Inviability, Weakness, and Sterility of Interspecific Hybrids, in: M 
Demerec (Ed.), Advances in Genetics. Academic Press, 147-215. 
STEIGER DS, NAGAI CN, MOORE PM, MORDEN CM, OSGOOD RO, MING RM. AFLP 
analysis of genetic diversity within and among; Coffea arabica cultivars. TAG Theoretical and 
Applied Genetics. 2002;105(2):209-215. 
THEERASILP S, HITOTSUYA H, NAKAJO S, NAKAYA K, NAKAMURA Y, 
KURIHARA Y. Complete amino acid sequence and structure characterization of the taste-
modifying protein, miraculin. Journal of Biological Chemistry. 1989;264(12):6655-6659. 
THOMAS CM, VOS P, ZABEAU M, JONES DA, NORCOTT KA, CHADWICK BP, et al. 
Identification of amplified restriction fragment polymorphism (AFLP) markers tightly linked 
to the tomato Cf-9 gene for resistance to Cladosporium fulvum. The Plant Journal. 
1995;8(5):785-794. 
ÜLKER B, SOMSSICH IE. WRKY transcription factors: from DNA binding towards 
biological function. Current Opinion in Plant Biology. 2004;7(5):491-498. 
VAN BERGEN MA, SIMONS G, VAN DER GRAAF-VAN BLOOIS L, VAN PUTTEN JP, 
ROMBOUT J, WESLEY I, et al. Amplified fragment length polymorphism based 
identification of genetic markers and novel PCR assay for differentiation of Campylobacter 
fetus subspecies. Journal of Medical Microbiology. 2005;54(12):1217-1224. 
VAN DER VOSSEN H, 2001. Coffee breeding practices., in: VO Clark RJ (Ed.), Coffee 
Recent developments-agronomy, (eds) ed. Blackwell Science Ltd, London, 184-201. 
VOS P, HOGERS R, BLEEKER M, REIJANS M, LEE TVD, HORNES M, et al. AFLP: a 
new technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids Research. 1995;23(21):4407-4414. 
XIAO W, MINGLIANG X, JIUREN Z, FENGGE W, JIANSHENG L, JINGRUI D. Genome-
wide isolation of resistance gene analogs in maize (Zea mays L.). TAG Theoretical and 
Applied Genetics. 2006;113(1):63-72. 
YOU M, BOERSMA JG, BUIRCHELL BJ, SWEETINGHAM MW, SIDDIQUE KH, H. Y. A 
PCR-based molecular marker applicable for marker-assisted selection for anthracnose disease 
resistance in lupin breeding. Cell Mol Biol Lett. 2005;10(1):123-134. 
YOU M, BOERSMA JG, BUIRCHELL BJ, SWEETINGHAM MW, SIDDIQUE KH, H. Y. A 
PCR-based molecular marker applicable for marker-assisted selection for anthracnose disease 
resistance in lupin breeding. Cell Mol Biol Lett. 2005;10(1):123-134. 
YU YG, BUSS GR, MAROOF MA. Isolation of a superfamily of candidate disease-resistance 
genes in soybean based on a conserved nucleotide-binding site. Proceedings of the National 
Academy of Sciences. 1996;93(21):11751-11756. 
ZHANG Y, LUO L, XU C, ZHANG Q, XING Y. Quantitative trait loci for panicle size, 
heading date and plant height co-segregating in trait-performance derived near-isogenic lines 
of rice (Oryza sativa). TAG Theoretical and Applied Genetics. 2006;113(2):361-368. 
Capitulo 2 51
 

  
 
3. Articulo 2 
 
COMPARACIÓN DE DISTINTOS SISTEMAS DE MARCADORES MOLECULARES 
PARA LA IDENTIFICACIÓN DE POLIMORFISMOS E INTROGRESIÓN EN 
LÍNEAS F5 MEJORADAS POR RESISTENCIA A LA ROYA DEL CAFÉ  
(Hemileia vastatrix) 
 
COMPARISON OF DIFERENT SYSTEMS OF MOLECULAR MARKERS FOR THE 
IDENTIFICATION OF POLYMORPHISM AND INTROGRESION IN F5 BREEDING 
LINES BY RESISTANCE TO COFFEE RUST (Hemileia vastatrix) 
 
 FERNANDO GARCÍA-BASTIDAS1, Ing. Agrónomo; CAMILO LÓPEZ-
CARRASCAL2, Ph. D.; HUVER POSADA-SUAREZ, Ph. D.1 
1
 Disciplina de Mejoramiento Genético. Centro Nacional de Investigaciones de Café (CENICAFE). 
Planalto, Km 4 vía antigua Chinchiná-Manizales, Chinchiná Caldas, Colombia. 
Huver.Posada@cafedecolombia.com FernandoAlexander.Garcia@cafedecolombia.com. 
2
 Laboratorio de Fitopatología Molecular. Departamento de Biología, 
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, 
Sede Bogotá, AA14490, Bogotá, Colombia. celopezc@unal.edu. 
 
RESUMEN 
 
El cultivo del café representa uno de los productos agrícolas de mayor importancia en la economía 
de muchos países productores alrededor del mundo. La transferencia e introgresión de genes de 
resistencia para la consolidación de líneas mejoradas ha sido uno de los principales objetivos en los 
programas de mejoramiento genético. La introgresión se ha llevado principalmente a partir del uso 
del Híbrido de Timor (HT) el cual se ha considerado en muchos países como la principal fuente de 
introgresión por contener genes que confieren resistencia a las principales enfermedades del café, 
dado su origen interespecífico entre una especie susceptible tetraploide (Coffea arabica) y una 
especie diploide resistente (Coffea canephora). Con el objetivo de identificar marcadores 
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moleculares asociados a genes de resistencia e introgresados se evaluaron 329 combinaciones de 
primers, integrando técnicas combinadas AFLP-RGAs (Amplified fragment length polymorphism-
Resistance genes analogs), SSR-RGAs (Single sequence repeats-Resistance genes analogs) y 
RGAs (Resistance Genes analogs) sobre una muestra de genotipos resistentes y susceptibles 
distribuidos en bulks. Se lograron identificar más de 200 bandas polimórficas así como 12 
marcadores asociados posiblemente a eventos de introgresión 
 
PALABRAS CLAVE: Introgresión, AFLP-RGA, SSR-RGA, marcador molecular, Coffea 
arabica, Coffea canephora. 
 
ABSTRACT  
 
Coffee is one of the most important agricultural products in the economy of many producing 
countries around the world. The transfer and introgression of resistance genes for consolidation of 
breeding lines has been a major objective in plant breeding programs. Introgression has made 
mainly using the Timor Hybrid (HT) which has been considered in many countries as the main 
source of introgression because it contains genes that confer resistance to major coffee diseases, 
given its origin by interspecific cross between a susceptible tetraploid species (Coffea arabica) and 
a resistant diploid species (Coffea canephora). In order to identify molecular markers associated 
with resistance genes and introgressed, 329 combinations of primers were evaluated, incorporating 
techniques combined AFLP-RGR, SSR-RGR and RGA on a sample of resistant and susceptible 
genotypes distributed in bulks. Using these strategies it was possible to identify more than 200 
polymorphic bands and 12 possibly markers associated with introgression events. 
 
KEY WORDS: Introgression, AFLP-RGA, SSR-RGA, molecular marker, Coffea arabica, Coffea 
canephora. 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Dentro de las 126 especies reportadas para el cultivo del café (Davis et al., 2008) las especies C. 
arabica (2n=4x=44) y C. canephora (2n=2x=22) son consideradas como las más importantes 
económicamente, las cuales representan el 65% y 35% del abastecimiento mundial del grano, 
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respectivamente (International Coffee Organization, Http://www.ico.org). La especie arabica es 
reconocida por su excelente calidad y producción de grano, mientras que las especies diploides 
como C. canephora, también conocida como Robusta, a menudo se asocian con una menor calidad 
de la bebida pero con altos niveles de resistencia, principalmente a la roya (Hemileia vastatrix), 
una de las enfermedades más destructivas de este cultivo (Berthaud et al., 1988; Herrera et al., 
2002)  
 
Dentro de los programas de mejoramiento genético una de las principales estrategias es la 
transferencia e introgresión de genes deseables de especies relacionadas a través de cruzamientos 
específicos (Hajjar et al., 2007; Van der Vossen, 2001). Las dificultades inherentes a la diferencia 
de ploidía se ha considerado desde hace muchos años como un limitante para dicho procedimiento 
(Puchta et al., 1996; Stebbins, 1958). Sin embargo en café el uso de los híbridos interespecíficos 
entre especies diploides y tetraploides ha sido reportado como fuente de genes de resistencia 
(Herrera et al., 2004; Mahé et al., 2007b). Uno de los híbridos más utilizados es el Híbrido de 
Timor (HT), el cual se identificó en la isla de Timor en el año de 1927 El HT se originó de manera 
espontánea a partir del cruzamiento interespecífico entre Coffea canephora y Coffea arabica y 
desde hace muchos años es la principal fuente de resistencia para el desarrollo de variedades 
comerciales en muchos países productores a través de la introgresión de genes (Bettencourt, 1973). 
 
Dada la relativa similitud entre los genotipos empleados en los cruzamientos para el mejoramiento 
genético es difícil identificar regiones genómicas introgresadas. Sin embargo el desarrollo de 
nuevas técnicas moleculares ha permitido la implementación de marcadores moleculares como los 
AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) que han mostrado ser altamente 
discriminantes no solo en café (Bertrand et al., 2003; Coulibaly et al., 2003; De Brito et al., 2010; 
Dessalegn et al., 2008; Ky et al., 2000; Lashermes et al., 2000a; Lashermes et al., 2011; Prakash et 
al., 2002; Steiger et al., 2002), sino también en otras especies. De igual manera, han sido 
empleados en estudios de diversidad genética, para la construcción de mapas de ligamiento 
altamente densos y la búsqueda de marcadores moleculares estrechamente relacionados a 
características de importancia agronómica (Cervera et al., 1996; De Brito et al., 2010; Hartl et al., 
1999; Hayes et al., 2000; JinPing et al., 2009; Ke et al., 2004; Kim et al., 2005; Miura et al., 2005; 
Negi et al., 2000; Pearl et al., 2004; Schmidt et al., 2004; Thomas et al., 1995). Otro de los 
sistemas de marcadores ampliamente utilizados son los SSRs (Single Sequence Repeats). Los SSRs 
consisten de repeticiones de un motivo de 2-6 nucleótidos el cual puede ser altamente variable 
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entre individuos. Tanto los AFLPs como los SSRs han sido utilizados en café y en otros cultivos 
principalmente para estudios de diversidad, mapeo y para la identificación de la fragmentos de 
introgresión de regiones genómicas (Anthony et al., 2002a; Anthony et al., 2002b; Borevitz et al., 
2003; Coulibaly et al., 2003; Hu et al., 2003; Li et al., 2001). Este tipo de marcadores generalmente 
están asociados a regiones genómicas no codificantes por lo cual se dificulta la asociación genotipo 
(marcador molecular) con el fenotipo. Sin embargo estas regiones no codificantes a menudo 
contienen altos niveles de variación la cual es especialmente útil cuando se trata de investigar la 
relación genética entre individuos, así como también en el flujo de genes entre poblaciones 
(Korpelainen et al., 2010). En otros casos, pueden corresponder a regiones codificantes pero 
establecer la asociación con un fenotipo particular resulta dispendioso. 
 
Dentro de los programas de mejoramiento genético, y en particular para la resistencia a 
enfermedades, resulta relevante lograr identificar y caracterizar las regiones genómicas 
introgresadas que puedan estar asociadas con características de interés, las cuales pueden provenir 
de genotipos parentales resistentes y que se han transferido a los genotipos mejorados. Dentro de 
las regiones genómicas introgresadas responsables de la resistencia a patógenos se pueden 
encontrar genes de resistencia (R). Los genes R codifican proteínas responsables del 
reconocimiento de proteínas del patógeno para posteriormente activar una serie de respuestas 
inmunes que conllevan a la detención de la colonización de los patógenos (Jones et al., 2006; 
López, 2007; Qutob et al., 2006). La mayoría de proteínas R poseen combinaciones de unos pocos 
dominios conservados (Baker et al., 1997). Gran parte de las proteínas R presentan un domino 
NBS (Nucleotide-binding site) en su extremo N-terminal y un LRR (Leucine-rich repeat) en su 
extremo C-terminal (Michelmore, 2000; Pan et al., 2000). La presencia de estos dominios ha 
permitido el desarrollo de primers degenerados lo que ha facilitado la identificación de RGAs 
(Resistance Gene Analogs) mediante técnicas basadas en PCR en una amplia gama de especies, 
incluyendo papa (Solanum tuberosum), soya (Glycine max), arroz (Oryza sativa ), Arabidopsis 
thaliana, frijol (Phaseolus vulgaris) y otras especies entre monocotiledóneas y dicotiledóneas 
(Brugmans et al., 2008; Calenge et al., 2005; Deng et al., 2000; Ferrier-Cana et al., 2003; Hanai et 
al., 2010; Kanazin et al., 1996; Leister et al., 1996; López et al., 2003; Mutlu et al., 2006; Shen et 
al., 1998; Timmerman-Vaughan et al., 2000; van der Linden et al., 2004; Xu et al., 2005; Yu et al., 
1996). En café los estudios llevados a cabo por Noir et al. (2001) y Romero et al. (2010) 
permitieron la identificación de nueve clases distintas de RGAs de tipo NBS aisladas de las 
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especies Coffea arabica y Coffea canephora. Alternativamente, con la liberación de grandes 
colecciones de ESTs (Expressed Sequence Tags) o de secuencias de genomas y transcriptomas 
completos o cercanamente completos es posible, mediante estrategias de bioinformática, identificar 
genes que codifican para proteínas conteniendo este tipo de dominios (Dickinson, 2003; Hu et al., 
2003; López, 2007; López et al., 2003; Meyers et al., 2003; Meyers et al., 1999; Monosi et al., 
2004). La base de datos de ESTs de café incluye más de 150.000 secuencias que corresponden a 
52.242 genes únicos (http://quimbaya.cenicafe.org). 
 
El uso simultaneo de primers degenerados y/o específicos correspondientes al dominio NBS y de 
primers de AFLPs o de SSRs permite combinar la alta probabilidad de encontrar marcadores 
polimórficos con la selección dirigida hacia secuencias candidatas relacionadas con la resistencia. 
Este tipo de estrategia se ha aplicado con éxito en algunas pocas especies. Hayes et al., (2000) y 
Zhang et al., (2007) han propuesto una técnica de AFLP modificada en donde se emplea un 
primers de AFLP en combinación con un primer NBS degenerado durante la amplificación 
selectiva para soya (Glycine max) y algodón (Gossypium hirsutum y G. barbadense.). 
Recientemente esta estrategia ha sido empleada para aislar RGAs y mapear genes de resistencia en 
pimentón (Capsicum annuum L.) y lupino (Lupinus angustifolius L.)(Egea-Gilabert et al., 2003; 
Yu et al., 1996). El uso de primers específicos a particulares RGAs no-degenerados ha sido 
aplicado con éxito con miras a una búsqueda más precisa reduciendo de esta manera la variabilidad 
que podrían generar los primers degenerados. Estudios realizados por Soriano et al., (2005) y Noir 
et al., (2001) en durazno (Prunus americana) y café (Coffea spp.) respectivamente, emplearon 
primers específicos diseñados a partir de secuencias propias para cada especie.  
 
En este trabajo se evaluó el poder discriminativo y la capacidad de identificar fragmentos de 
introgresión posiblemente asociados con resistencia en variedades comerciales Castillo® a través 
de la combinación de estrategias que implican la amplificación de regiones genómicas empleando 
primers de RGAs (degenerados y específicos para café) en combinación con primers SSRs y 
AFLPs . 
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MATERIALES Y METODOS 
 
Material vegetal 
El material vegetal proviene del banco de germoplasma de la Estación Central Naranjal de 
Cenicafé. La población está conformada por un grupo de genotipos resistentes (introgresados) y 
susceptibles (no introgresados) los cuales fueron evaluados en bulks (Tabla1). 
 
Extracción de ADN 
El ADN geonómico se aisló de hojas jóvenes siguiendo el método de (Bernatzky et al., 1986) con 
modificaciones para ADN de café. Se tomó una hoja sana y joven la cual fue macerada en 
nitrógeno líquido, se adicionó 600 µL de buffer de extracción (sorbitol 350 mM, Tris 100 mM, 
EDTA 5mM, 0,2% de β-mercaptoetanol) y se mezcló. A cada muestra se le adicionó 50 µL de N-
lauroylSarcosin al 5% y 300 µL de buffer de lisis nuclear (CTAB 55mM, Tris 200 mM, EDTA 
50mM y NaCl 2M). Se incubó en baño María a 65 °C durante 60 min., agitando suavemente cada 
15 min Se realizó una limpieza con un volumen de cloroformo alcohol isoamílico (24:1). 
Finalmente el ADN se precipitó con isopropanol y se re-suspendió en 200 µL de agua bidestilada 
estéril. La concentración final del ADN se determinó por absorbancia en un nanodrop 2000C 
marca (Thermo) a 260 nm y se verificó la calidad en gel de agarosa al 0.8% teñido con bromuro de 
etidio. 
 
Para la formación de los bulks se mezclaron cantidades equimolares de ADN de cada uno de los 
individuos (tabla 1). 
 
Evaluación de las técnicas RGA, AFLP-RGA, SSR y SSR-RGA para identificación de 
marcadores moleculares polimórficos y de introgresión. 
Sistema RGA (Resistance genes analogs) 
Se analizaron un total de 17 pares de primers RGAs incluyendo primers específicos de café los 
cuales amplifican únicamente un miembro particular de RGA previamente reportado (no 
degenerados) y primers inespecíficos (degenerados) los cuales fueron designados como RGAC  y 
RGAD respectivamente (Tabla 2). Todos los primers evaluados en este estudio fueron diseñados 
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basados en motivos y dominios conservados presentes en secuencias derivadas de genes de 
resistencia previamente reportados (Leister et al., 1996; López et al., 2003; Noir et al., 2001). Los 
primers designados como RGAC-1 al RGAC- 13, fueron diseñados por Romero et al., (2011) (Tabla 
2) a partir de secuencias expresadas ESTs de las especies Coffea arabica, C. liberica y C. 
canephora. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 20 µl con los 
siguientes componentes: 100 ng de ADN geonómico, 1 µM de cada primer, 0.2 mM de dNTPs 
(Fermentas), 2.5 mM MgCl2 (Fermentas), 1X buffer (Fermentas) y 1U de Taq polimerasa 
(Fermentas). La amplificación se llevo a cabo en un termociclador PTC-100 (BioRad) con el 
siguiente programa de amplificación: desnaturalización de 5 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos 
de amplificación de 94°C de 30s, 45 – 58° (dependiendo del Tm de los primers) por 45s y 72°C 
por 1.5 min. Finalmente se realizó un ciclo de extensión a 72°C  durante 6 - 10 min.  
 
Sistema AFLP-RGA 
Las reacciones de AFLP se llevaron a cabo de acuerdo a lo descrito por Vos et al., (1995) y 
siguiendo las recomendaciones del fabricante del kit. Se utilizó el Kit de AFLP Analysis System I 
(Invitrogen). La digestión del ADN geonómico se efectuó a partir de una muestra de 250 ng a 
37°C durante 2 h con 1 unidad de las enzimas de restricción EcoRI y MseI. Posteriormente, se 
inactivaron las endonucleasas a 70°C durante 15 min. Para la ligación y el primer ciclo de 
amplificación se utilizaron los adaptadores y primers del kit.  
 
La amplificación selectiva (+3) se llevó a cabo tomando 2.5 µL de la dilución 1:10 del producto de 
pre-amplificación obtenido del protocolo de AFLPs convencional. La amplificación selectiva se 
llevó a cabo realizando todas las posibles combinaciones entre los primers seleccionados (EcoRI y 
MseI) del Kit AFLP en combinación con primers (forward y reverse) de RGA presentes en la 
Tabla 3.  
 
Microsatélites (SSR) 
Se evaluaron 64 primers correspondientes a marcadores microsatélites de secuencias de café 
disponibles en el GenBank. Los SSRs fueron seleccionados a partir de la base de datos de primers 
existente en el laboratorio de marcadores moleculares de Cenicafé, la cual cuenta con más de 3000 
primers de este tipo. Se seleccionaron en base a polimorfismo, reproducibilidad y calidad de 
bandeo. La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen total de 20 µl con las siguientes 
condiciones, partiendo de 50 ng de ADN geonómico, 1 uM de cada primer, 0.2 mM de dNTPs, 2.5 
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mM MgCl2, 1x PCR buffer y 1U de Taq polimerasa (Fermentas®). La amplificación se llevo a cabo 
en un termociclador PTC 100 (BioRad) con el siguiente programa de amplificación: 
desnaturalización de 5 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos de amplificación de 94°C de 30s, 55° 
por 45s y 72°C por 1.5 min, un paso de extensión final a 72°C por 10 min.  
 
Se realizó una lectura de los datos obtenidos a partir de la visualización en gel denaturante y se 
realizo una matriz binaria de presencia (1) y ausencia (2) para la posterior construcción  de un 
dendrograma. 
 
Sistema SSR-RGAC 
Se valuaron las mejores combinaciones SSR y se llevaron a cabo todas las posibles combinaciones 
de primers entre SSRs y los RGAC-1 a RGAC-13 (182 combinaciones). La reacción de 
amplificación vía PCR se llevó a cabo a partir de aproximadamente 200 ng de ADN geonómico, 1 
uM de cada primer, 0.2 mM de dNTPs, 2.5 mM MgCl2, 1x PCR buffer, y 1U de Taq polimerasa 
(Fermentas®). La amplificación se llevo a cabo en un termociclador PTC 100 BioRad con el 
siguiente programa de amplificación: desnaturalización de 5 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos 
de amplificación de 94°C de 30s, 53° por 45s y 72°C por 1.5 min, un paso de extensión final a 
72°C por 10 min.  
 
Todos los productos de amplificación se visualizaron en geles de agarosa y/o acrilamida. 
 
RESULTADOS 
Polimorfismos a partir del Sistema de marcadores RGA  
Se evaluaron 17 pares de primers correspondientes a secuencias que codifican dominios NBS 
presentes en las proteínas de resistencia. Tres de estos primers (RGAD) son degenerados y han sido 
previamente descritos (Leister et al., 1996; López et al., 2003). Los 14 primers restantes 
corresponden a primers específicos diseñados a partir de EST que codifican proteínas que 
presentan el dominio NBS (RGAC) (Noir et el., 2001; Romero et al., 2011). El estudio se llevó a 
cabo sobre seis bulks de materiales (Tabla 2). Todas las combinaciones permitieron obtener 
amplificaciones exitosas en los seis bulks. Empleando los primers degenerados RGAD se obtuvo un 
perfil complejo de bandas, con un número de bandas que osciló entre 5 y 20 por combinación (Fig. 
1a). La mayor cantidad de bandas se detectó al utilizar el primer forward S2 en combinación con 
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los primers reverse M1 y PRS3, detectando un número superior a 20 bandas. El número de bandas 
polimórficas entre los seis bulks fue de 13 y 20 respectivamente. Con estas dos combinaciones se 
detectaron dos posibles marcadores (bandas) de introgresión (Tabla 5.). 
 
Con los primers diseñados a partir de ESTs se logró en la mayoría de los casos obtener una sola 
banda confirmando su alta especificidad. Un caso especial se observo con la combinación de 
primers RGAC-17 con el cual se logró obtener 9 bandas polimórficas entre bulks. El polimorfismo 
observado con los primers RGAC fue bajo, y solo se obtuvieron 7 bandas correspondientes a 
polimorfismos entre bulks, y solo una de ellas, obtenida con la combinación de primers RGAC-4, 
presentó las características esperadas para considerarse una banda candidata a introgresión, bandas 
presentes en los bulks de resistentes (bulks dos y cinco) y ausente en el bulk de materiales 
susceptibles (bulk 1) (Fig. 1b). 
 
El polimorfismo en los primers específicos de café diseñados por Romero et al., 2011, como era de 
esperar fue bajo, encontrando que de un total de 25 bandas identificadas tan solo 7 correspondieron 
a polimorfismos entre bulks. Sin embargo empleando la combinación de primers RGAC-4 fue 
posible la identificación de una banda con las características esperadas para considerarse una banda 
candidata a introgresión (Fig. 1b).  
 
Sistema AFLP-RGA 
Combinando primers AFLP y RGAs se evaluaron 64 posibles combinaciones sobre dos de los 
bulks (Tabla 3). Basados en los resultados de amplificación con los primers RGAs (ver arriba) solo 
se emplearon los degenerados y el primer RGAC-4 (Tabla 3). Del total de combinaciones, 45 no 
presentaron amplificación y las combinaciones mas informativas involucraron los primers RGAs 
degenerados forward junto a los MseI-NNN como reverse (Tabla 7.). 
 
Las amplificaciones fueron visualizadas en geles de acrilamida lo que permitió evidenciar un alto 
polimorfismo para más del 60% de las combinaciones que resultaron con señal positiva de 
amplificación de acuerdo a la Tabla 7 (Fig. 2).  
 
A partir de los resultados obtenidos con estos dos genotipos, se seleccionaron las 14 
combinaciones de primers más informativas con el fin de identificar el potencial para la búsqueda 
de polimorfismos, así como la posibilidad de identificar eventos de introgresión en los seis bulks. 
Los primers que presentaron un mayor grado de polimorfismo, resolución y repetitividad fueron: 
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E-ACT y E-CAC para el primer EcoRI mientras que los primers más eficientes para MseI fueron 
M-CAT, M-CTG, M-CTC, M-CAA, M-CTT. El número de bandas por amplificación osciló entre 
20 y 200, el número de polimorfismos superó las 25 bandas en las combinaciones, E-ACT/M1, E-
CAC/M1, S2/M-CTC, S2/M-CTG y RGAC-4/M-CAT. El menor polimorfismo se manifiesto 
empleando  la combinación TIR1/M-CTC. El número de posibles bandas de introgresión fue de 
nueve, de las cuales cuatro se identificaron al emplear el primer degenerado S2 en combinación 
con las terminaciones M-CAT, M-CTC y M-CTG. También se logró identificar dos marcadores de 
introgresión al utilizar el primer RGAC-4 en combinación con M-CAT y M-CTG.  
 
Microsatélites (SSR) 
Al evaluar los 64 pares de primers microsatélites se observaron combinaciones que revelaron un 
alto grado de polimorfismo, clara resolución en gel y repetitividad. Se identificaron alrededor de 
30 combinaciones polimórficas de buena calidad, dentro de las cuales 18 presentaron el patrón de 
bandas esperado para ser candidatas a marcadores de introgresión, estas combinaciones se 
evaluaron sobre los seis bulks y se visualizaron también sobre los individuos por separado para 
confirmar de esta manera los polimorfismos de interés. 
 
Empleando el software Treecon for Windows (Van de Peer et al., 1994) y con base en la lectura 
binaria de presencia (1) y ausencia (0) propuesta por Moncada et al. (2004) se construyó un 
dendrograma de las líneas elite correspondientes a la variedad Castillo®. Empleando los SSRs que 
presentaron bandas candidatas a introgresión, la agrupación generada mostró una clara asociación 
entre datos moleculares relacionados posiblemente con eventos de introgresión, con la información 
sobre la genealogía de estas líneas mejoradas por resistencia (Fig. 5).  
 
Sistema SSR-RGAC 
De los marcadores microsatélites evaluados se seleccionaron los siete más informativos, de alta 
repetitividad, de fácil lectura e interpretación, para un tamizaje de prueba combinándolos con 
primers RGAs desarrollados a partir de las secuencias expresadas ESTs. Para este análisis se 
incluyó inicialmente un bulk de genotipos no introgresados y uno de genotipos introgresados (bulks 
1 y 3). Se seleccionaron los primers numerados como SSR1 a SSR14 (Tabla 5.). De un total de 182 
posibles combinaciones 14 parejas de primers SSRs y las 13 parejas de primers diseñados a partir 
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de ESTs (RGAC-1 a RGAC-13) se identificaron 19 posibles combinaciones con señal de 
amplificación positiva en geles de agarosa, en cuyos casos los pesos de las banda oscilaron entre 
250 y 800 pb.  
 
A pesar de obtener una aparente baja efectividad representada por el 10.4% de amplificaciones 
positivas, estas amplificaciones representan combinaciones promisorias ya que han sido producto 
de variaciones detectadas en zonas del genoma relacionadas con genes de resistencia. En otros 
trabajos usando SSRs como método tradicional, se han encontrado porcentajes de amplificación y 
de polimorfismos mas altos entre un 40 a 70% (Aitken et al., 2005; Albertini et al., 2003; Anthony 
et al., 2002a; Anthony et al., 2002b; Coulibaly et al., 2003; Hanai et al., 2010), dada la baja 
divergencia genética presente en el género Coffea (Lashermes et al., 1999).  
 
Cuando se emplearon los primers reverse RGAs en combinación con los SSRs forward se encontró 
por lo menos una amplificación positiva, a excepción del los primers RGAC-2, 5, 6, 10, 39 y 40 en 
donde no hubo una señal clara. Al realizar el screening con los primers forward RGAs en 
combinación con los SSRs reverse, el número de amplificaciones positivas fue menor, encontrando 
señal de amplicones en las combinaciones donde se emplearon los primers RGAC-5, 6, 11, 12 y 13  
 
El mayor número de amplificaciones positivas (3) por primer RGA se detectó cuando se emplearon 
los primers reverse RGAC-4 y RGAC-7 en combinación con los primers forward SSR-2, SSR-4, 
SSR-6 y SSR-4, SSR-6 y SSR-7 respectivamente. 
 
Los resultados visualizados en geles de agarosa no permitieron una apreciación clara de bandas 
discriminantes entre marcadores en genotipos introgresados y no introgresados. Se procedió a 
amplificar 19 pares de primers (RGA/SSR) de acuerdo a los resultados obtenidos de la 
previsualización previa en agarosa. La amplificación se llevo a cabo sobre los 6 bulks (Tabla 2) 
con el objetivo de verificar el patrón de bandas y posible identificación de marcadores de 
introgresión a través de su visualización en geles de acrilamida. La señal de bandas observada en 
estos geles fue altamente inespecífica mostrando gran cantidad de bandas con tamaños oscilantes 
entre 100 y 800 pb. Sin embargo fue posible identificar varios polimorfismos de señal consistente 
en algunas de las combinaciones, lo que sugiere la necesidad de realizar una estandarización de las 
condiciones de PCR para obtener mejores resultados. 
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DISCUSIÓN 
En el presente estudio se evaluaron un total de 329 combinaciones de primers de AFLPs, SSRs y 
RGAs en un grupo de genotipos introgresados y no introgresados, incluyendo genotipos 
correspondientes a variedades comerciales de importancia en Colombia como la variedad Castillo ® 
con el fin de diseñar sistemas combinados para identificar marcadores polimórficos. El uso de los 
bulks facilitó de manera sustancial el trabajo de identificación de polimorfismos debido a la gran 
cantidad de combinaciones a evaluar. Una de las oportunidades que se derivan de este trabajo es la 
presentación de nuevas combinaciones de primers que pueden ser ampliados y aplicados 
inmediatamente en poblaciones de interés dentro de los programas de mejoramiento en café para 
diferentes estudios. 
 
Como era de esperar, se observó un alto nivel de polimorfismo entre los bulks de materiales 
tetraploides y el bulk de especies diploides (C. canephora) para casi todos los sistemas de 
amplificación. Una relativa alta diversidad ha sido reportada entre estos dos grupos (Van der 
Vossen, 2001). Por otro lado un muy bajo polimorfismo se detectó entre genotipos tetraploides, lo 
cual está de acuerdo con datos previos (Lashermes et al., 1999; Lashermes et al., 1993). Esta baja 
divergencia entre arabicos, es atribuida a su biología de reproducción, evolución y a procesos de 
domesticación, la baja variabilidad se ve reflejada en su susceptibilidad a varias enfermedades 
(Bertrand et al., 2003; Moncada et al., 2004). 
 
Clásicamente los primers degenerados se han empleado para la obtención de RGAs a través de la 
clonación de amplicones posterior purificación a partir de geles de agarosa. Algunos pocos 
estudios han reportado la visualización de amplicones en geles de acrilamida evidenciando un 
patrón de bandeo complejo (Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2007). En este trabajo tomamos 
ventaja de la versatilidad de técnicas tradicionales de AFLP y SSR con el patrón de bandeo 
complejo de los amplicones obtenidos con primers degenerados diseñados a partir del dominio 
NBS para identificar bandas polimórficas entre los seis bulks empleados en este estudio y en 
particular con el objetivo de identificar candidatos a marcadores de introgresión. Para esto se 
sustituyó uno de los primers de tipo RGA degenerado o específicos previamente reportados en 
café. La utilización de los primers degenerados de manera independiente o en combinación con 
primers de AFLPs y SSRs, que previamente habían mostrado ser informativos, permitió identificar 
más de 200 bandas polimórficas entre bulks y en particular por lo menos 12 bandas que pueden ser 
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potenciales marcadores de introgresión. El alto número de bandas y de polimorfismos reportados 
para las técnicas combinadas AFLP-RGA y SSR-RGA de este trabajo coinciden con los reportados 
por Zhang et al., (2007) en donde reporta un número superior a al 50% de polimorfismo entre 
genotipos y en muchos casos están al mismo nivel o superan lo identificado a través de los AFLPs 
y SSR tradicionales  (Anthony et al., 2002b; Cervera et al., 1996; De Brito et al., 2010; Prakash et 
al., 2002; Prakash et al., 2004). Dicha variabilidad genética interna en estas regiones se atribuye 
principalmente a la presencia de SNPs dentro de la región amplificada (Brugmans et al., 2003). En 
este estudio se empleó un número inferior de combinaciones y se obtuvieron más marcadores en 
relación a los obtenidos por estos investigadores. Sin embargo, es necesario considerar que entre 
un 10 a 60% de estos fragmentos pueden no corresponder necesariamente a secuencias presentes 
en genes R, tales como aquellas que codifican para los dominios NBS (Hayes et al., 2000; van der 
Linden et al., 2004; Xiao et al., 2006). Solo la secuenciación de fragmentos candidatos a 
introgresión podría determinar si corresponden a secuencias que contengan dichos dominios. Para 
incrementar la probabilidad de obtener fragmentos polimórficos que posean los dominios propios 
de las proteínas R se podrían usar alternativamente a los primers degenerados, primers específicos 
de RGAs o incrementar las temperaturas de alineamiento, con lo que se obtendrían marcadores 
más específicos. Otros trabajos han secuenciado y clonado marcadores de este tipo para el 
desarrollo de RGA-STS o RGA-SSCP, detectando porcentajes de no mas del 9%. (Hinchliffe et al., 
2005; Kuhn et al., 2003).  
 
A partir del conocimiento reportado acerca de genomas como los del arroz y Arabidopsis, se ha 
establecido que dentro de algunos cromosomas se pueden encontrar genes que codifican proteínas 
NBS-LRR, muchos de los cuales se encuentran agrupados, algunos cada 5 a 20 cM (Meyers et al., 
2003; Monosi et al., 2004). Los sistemas de marcadores desarrollados en este trabajo podrían ser 
utilizados como marcadores para el mapeo de genes candidatos o para la identificación de regiones 
ricas de genes. De esta manera los sistemas combinados entre primers específicos y degenerados 
de genes, o selectivos para AFLP y SSRs proveen numerosos marcadores que permiten la 
evaluación para el mapeo de genes R y RGAs. En particular el sistema AFLP-RGA se ha 
considerado como un sistema de marcadores funcionales de gen-específico y tiene la característica 
de eficiencia y alto rendimiento que tienen marcadores individuales como los AFLPS, RGAs, 
SRAP y TRAP por presentar menos problemas, debido principalmente a las altas temperaturas 
(>65C°) usadas en la amplificación selectiva en comparación a las otras técnicas, en las cuales se 
ha reportado una gran cantidad de mismatches entre primer y secuencia (Zhang et al., 2007), El 
mismo autor afirma que en especial la combinación de primers selectivos AFLPs con los RGAs 
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específicos podrían ofrecer muchas ventajas al aprovechar el alto rendimiento de los AFLPs al 
proveer marcadores distribuidos en otras regiones del genoma lo que aumenta enormemente la 
cobertura. 
 
A diferencia de los primers degenerados, las amplificaciones desarrolladas empleando primers 
específicos diseñados a partir de secuencias que presentan similitud con RGAs o genes R 
presentaron un bajo polimorfismo. Los marcadores RGAs específicos evaluados de manera 
independiente a excepción del RGAC-17 presentaron un bajo polimorfismo y no permitieron 
discriminar individuos, principalmente si estos están muy relacionados entre si como es el caso de 
las líneas avanzadas F5 (Alvarado et al., 2005). Una excepción se presentó con la combinación 
RGAC- 4, con la cual se presento un polimorfismo de tipo introgresión  
 
A partir del análisis de SSRs se pudo detectar un relativo alto nivel de polimorfismo en base a lo 
esperado de acuerdo a reportes de la literatura, este poder de discriminación ha sido explotado en 
otros estudios para el desarrollo de mapas genéticos y estudios de diversidad (Anthony et al., 
2002a; Anthony et al., 2002b; Moncada et al., 2004). De 18 marcadores que mostraron 
polimorfismo solo se incluyeron siete pares de primers SSR para combinarlos con los primers 
RGAs. Las combinaciones restantes quedan disponibles para futuras investigaciones. Los 
resultados de polimorfismo obtenidos a través de la amplificación de SSRs de manera tradicional 
son importantes debido a que se pudieron reconocer algunos que permitieron la identificación de 
marcadores polimórficos relacionados con la introgresión. A partir de la información de los SSRs 
entre genotipos se realizó un dendrograma el cual mostró una clara relación entre marcadores que 
detectaron introgresión y los obtenidos por datos genealógicos. Los marcadores relacionados con la 
introgresión de C. canephora a través del HT permitieron una agrupación presentando valores de 
98 hasta 100% para algunos genotipos. Tal situación se presentó entre las líneas elite de Castillo® 1 
y 6, entre la 2 y la 3, o el grupo generado entre 4, 9 y 11. Aunque la agrupación para el resto no es 
100% correcta, debido principalmente al bajo número de marcadores evaluados incluidos para este 
análisis y la posible distribución de las introgresión dentro de estos genotipos con resistencia 
(Alvarado et al., 2005). 
 
La información obtenida con las diferentes combinaciones puede ser aprovechada para ser 
integrada a análisis de diversidad, fingerprinting, mapas de ligamiento, mapeo genético y 
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correlación con QTLs, así como la posible identificación de fragmentos relacionados con 
introgresión y/o alguna característica de importancia agronómica principalmente resistencia a 
enfermedades. 
 
La confirmación de los posibles marcadores de introgresión a través de su evaluación en los 
individuos que hacen parte de lo bulks así como en otros individuos introgresados versus no-
introgresados se constituirá en una herramienta fundamental para la comprensión de los 
mecanismos de introgresión que se han establecido dentro de los programas de mejoramiento 
genético de café. De igual manera se constituyen en una herramienta valiosa dentro de otros 
programas de mejoramiento genético empleando la estrategia de selección asistida por marcadores. 
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FIGURAS Y TABLAS  
 
Figura 3-1:  a) Amplificación RGAs degenerados (RGAD) panel 1: f-S2/r-M1, panel 2: 
f-S2/r-PRS3, panel 3: f-TIR1/r-TIR5, RGAC panel 4: f-Plcof/r-Glcof. b) Amplificación (RGAC) 
panel 1: RGAC-1, panel 2: RGAC-2, panel 3: RGAC-3,  panel 4: RGAC-4,  panel 5: RGAC-5,  
panel 6: RGAC-6. 
a. 
b. 
 
Capítulo 3 69
 
 
Figura 3-2:  Segmento de un gel de acrilamida presentando el screening inicial sobre el 
bulk 1 (Coffea arabica) y 3 (H. Timor), combinaciones panel izquierdo empleando EcoRI-NNN 
vs RGA, panel derecha RGA vs MseI-NNN) 
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Figura 3-3:  Combinaciones de primers sistema AFLP-RGA, panel 1:.f-S2 /M-CAT, 
panel 2: f-TIR1/M-CTT, panel 3: f-TIR1/M-CAT, sobre toda la población; Carriles 1 a 4: bulks 
Coffea arabica, 5 y 6: bulks Coffea canephora, 7: bulk Híbrido de Timor, (8: y 9: bulks de 
Testigos introgresados Costa Rica e Iapar),10 a 20 Líneas Elite Castillo®.F5 
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Figura 3-4: Detalle de la amplificación de tres SSRs mostrando bandas candidatas a 
introgresión sobre bulks y genotipos representativos: carril 1 y 2 Caturra (Coffea arabica), 3 a 6 
muestras de C. Canephora, 7 a 10 genotipos representativos de las principales introducciones del 
Híbrido de Timor, 11: Costa Rica; 12 Iapar 59; 13 a 23: (E1 a E11) líneas elite variedad Castillo. 
 
 
Figura 3-5:  . Dendrograma (UPGMA) para especies de Coffea arabica var Castillo® 
generado usando el coeficiente de similaridad de Nei y Li (1979), los números en las ramas son 
valores de bootstrap (%) obtenidos de 200 replicaciones. 
 
 
Figura 3-6: Imagen amplificaciones positivas sobre gel de agarosa en la técnica combinada 
SSR-RGA empleando el primer forward del microsatélite vs diez primers reverse RGAC, en los 
bulks 1(C. arabica) y 3 (HT). 
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Tabla 3-1: Listado de materiales incluidos dentro del estudio y conformación de los bulks. 
N° 
 
Genotipo** 
No de 
individuos 
incluidos en el 
bulk/ 
identificación 
Especie Tipo Condición 
Bulk 1 
Caturra 7 
C. arabica No introgresión Susceptibilidad 
Etiopia 4 
Borbón 10 
Típica 10 
Bulk 2 C. Canephora 1 3 C. canephora No introgresión Resistencia C. Canephora 2 6 
Bulk 3 H de Timor 1343 14 C arabica x C. canephora - Resistencia 
Bulk 4 Elite Castillo F5 1 CX.2848 C. arabica x HT Introgresión Resistencia Elite Castillo F5 6 CX.2827 
Bulk 5 
Elite Castillo F5 2 CU.1855 
C. arabica x HT Introgresión Resistencia 
Elite Castillo F5 3 CU.1852 
Elite Castillo F5 4 CU.1815 
Elite Castillo F5 8 CU.1997 
Elite Castillo F5 9 CU.1827 
Elite Castillo F5 11 CU.1843 
Bulk 6 
Elite Castillo F5 5 CX.2197 
C. arabica x HT Introgresión Resistencia Elite Castillo F5 7 CX.2710 
Elite Castillo F5 10 CX.2178 
**En técnicas donde se involucraron AFLPs se evaluaron las 11 líneas elites individualmente y se incluyeron 2 controles positivos 
(Costa Rica e Iapar variedades de café mejoradas a partir de introgresión del HT diferentes a las usadas en Colombia) 
 
Tabla 3-2: Información de los primers RGAs forward y reverse, degenerados y específicos 
para café  
ID 
Combinación Región Secuencia e identificación Referencia 
RGAC-1 a RGAC-13 NBS a F- CACATCAAGAATAAAGACGG R- CTGAGCTTTGAGTTTCCAT Romero, 2012
 
RGAD-14 NBS ( TIR) F-S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC R-M1 AAGCAIGCGATGTCIAGGAA López et al 2003 
RGAD-15 NBS ( No TIR) S2 F-GGIGGIGTIGGIAAIACIAC PRS3 R-GGRAAIARISHRCARTAIVIRAARC 
Leister et al 
1996 
RGAD-16 TIR TIR1 F-IGGGTCIACGTCGTAGAGAAIACIGG TIR5 R-GAIGTNTTYTTITCITTYAGIGG López et al 2003 
RGAC-17 P-loop de región NBS 
PLCof F-GGGGGTGGGGAAGACGACTC 
GLPLCof R-GTCGACAANGCCAANGGCAATCC Noir et al 2001 
a Romero, 2012 datos sin publicar tesis doctorado, se incluye secuencia de primers RGAC-4 el cual presentó marcador de tipo 
introgresión. 
D
 Primers degenerados I= deoxy-inosina, R= A/G, H=A/C/T, N=A/T/G/C 
C Primers específicos no degenerados diseñados a partir de RGA/RGCs aislados en café. 
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Tabla 3-3: Listado de primers forward y reverse evaluadas para el sistema AFLP-RGA 
 
Primer Forward Primer Reverse 
E-ACT M-CTT 
E-AAG M-CAA 
E-ACG 
M-CAT 
E-AAC M-CTC 
E-ACA M-CTG 
E-AGC M-CTA 
E-AGG RGAD-M1 
E-CAC RGAD –PRS3 
RGAD –S2 RGAD –TIR5 
RGAD –TIR1 RGAC –GLCof 
RGAC –PLCof RGAC-4 
RGAC-4  
 
 
 
Tabla 3-4: Primers SSRs seleccionados para la identificación de polimorfismos e introgresión 
en el sistema SSR y SSR-RGA  
 
Numeración 
Sistema SSR* 
Numeración 
Sistema SSR-
RGA** 
Secuencia Forward 
Numeración 
Sistema SSR-
RGA** 
Secuencia Reverse 
 
I 1 F’-AAGTGGCAGCTAGGCCTAAT- 8 R’-GAGATTCTCGTTAAGGGCAA-  
II 2 F’-TGGTTGTGCTTACCCTACTAGG- 9 R’-TTGCAAACTTCTCCCGCTAG-  
III 3 F’-AGATTTGCCTAGCCTCTCCT- 10 R’-GGAATGTCACAATGGTTGGC-  
IV 4 F’-ACCAATTCCTGTCAGTCAGG- 11 R’-TGGCCATGAGAATAGGCATC-  
V 5 F’-AGACGGCTCAACCGACCA- 12 R’-TACCCCTCAAATCCAACACAATC-  
VI 6 F’-CGGCTCAAAGGTGCTCAAT- 13 R’-TCCCAATTCTTTCTTTCTTTCTGT- 
VII 7 F’-AACATTAGTACATGCACATGGG- 14 R’-AGCAATCCCTGATACTGCAT-  
* Numeración I a VII indicando el uso del forward y reverse de la técnica SSR empleada como sistema convencional 
 **
 Numeración 1 a 14 indicando el uso del forward y reverse como primers independientes para técnicas combinadas 
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Tabla 3-5: Tabla resultados sistema RGA usando primers degenerados y específicos para café 
 
  
Número total de combinaciones primers evaluadasa 17 
Número total de combinaciones  RGA específicos café 14 
Número polimorfismos en combinaciones RGA de café 16 
Número total de combinaciones RGA degenerados  3 
Número polimorfismos en combinaciones RGA degenerados >50 
Número total de posibles marcadores de introgresión  3 
a sobre los 6 bulks iniciales 
 
 
Tabla 3-6: Resultados de la evaluación del sistema AFLP-RGA 
 
  
Número total de combinaciones primers evaluadas 64 
Número total de combinaciones positivas usando EcoRI vs RGA 15 
Número total de combinaciones positivas usando MseI vs RGA 24 
 
 
 
Tabla 3-7: Esquema de amplificaciones positivas en el sistema AFLP-RGA, n.a; no 
amplificación, √: señal positiva de amplificación. 
 
E
co
R
I p
rim
er
 
 
for
w
a
rd
 
  
RGA reverse       
M1 PRS3 TIR5 GLCOF RGAC4 
M
se
I  
pr
im
er
 
re
ve
rs
e 
  
RGA forward 
ACT √ n.a √ √ √ 
AAG n.a n.a n.a n.a n.a   S2 TIR1 PLCOF RGAC4 
ACG n.a n.a √ n.a n.a CTT √ √ √ √ 
AAC √ n.a √ √ √ CAA √ √ √ √ 
ACA n.a n.a n.a n.a n.a CAT √ √ √ √ 
AGC √ n.a n.a √ n.a CTC √ √ √ √ 
AGG n.a n.a n.a n.a n.a CTG √ √ √ √ 
CAC √ n.a √ √ √ CTA √ √ √ √ 
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4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
En este trabajo se pudo confirmar principalmente que existe retención de material foráneo 
proveniente de la especie diploide resistente C. canephora en las líneas F5 y que este ha sido 
introgresado a partir del Hibrido de Timor. Aparentemente este material genético foráneo no 
estaría afectando las principales características agronómicas de las variedades mejoradas, 
basándose en el hecho de que estos fragmentos introgresados se han mantenido a pesar de los 
rigurosos procesos de selección a los que han sido sometidos estos genotipos. 
 
Un alto porcentaje de los marcadores identificados en este trabajo podrían ser efecto de eventos de 
introgresión y más del 40% de los marcadores caracterizados presentaron asociación a la 
introgresión de la resistencia, detectando que 11 de ellos presentaron homología con genes 
relacionados con la resistencia de la planta a patógenos.  
 
Se evaluaron un alto número (329) de combinaciones de primers entre AFLPs, SSR y RGAs, 
obteniendo más de 600 nuevos polimorfismos así como también por lo menos 60 marcadores que 
podrían estar ligados a la introgresión.  
 
Todas las técnicas evaluadas en este trabajo fueron útiles para identificar polimorfismos y 
especialmente polimorfismos ligados al fenómeno de la introgresión como era de esperar el 
número de marcadores moleculares fue mayor para las técnicas que utilizan primers aleatorios y/o 
degenerados, mientras que en técnicas que involucraron primers específicos diseñados a partir de 
secuencias que se expresan, el número de marcadores fue menor, sin embargo fue posible 
identificar por lo menos 12 marcadores de introgresión asociados a primers provenientes de genes 
de resistencia. 
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4.2 Recomendaciones 
A partir de este trabajo se obtienen por  lo menos 60 nuevas combinaciones de primers para ser 
evaluadas en café, resaltando las obtenidas a partir de la evaluación de técnicas combinadas las 
cuales se han reconocido como sistemas de marcadores funcionales. 
 
El uso de los bulks de materiales contrastantes identificados en bancos de germoplasma se presenta 
como una valiosa herramienta para la identificación de marcadores moleculares ligados a posibles 
características agronómicas de importancia lo cual puede ser útil en cultivos perennes en donde la 
obtención de poblaciones segregantes puede ser dispendioso principalmente por tiempo y costos, 
en este trabajo presentamos una estrategia sencilla y rápida para la identificación de marcadores 
moleculares, esta estrategia podría ser evaluada y estandarizada para otros cultivos de importancia 
y para otro tipo de características. 
 
Una de las principales recomendaciones es secuenciar los marcadores identificados y convertirlos 
en marcadores específicos de uso rutinario, debido principalmente a que en técnicas como los 
AFLPs la evaluación a gran escala se limita por lo dispendiosa.  
 
la repetitividad y reproducibilidad de los primers presentados en este trabajo se limita a café y bajo 
las mismas condiciones, es necesaria una estandarización de técnicas y protocolos para 
evaluaciones en otras especies. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
A. Anexo: Primers específicos diseñados 
a partir de las secuencias caracterizadas 
que presentaron similitud con genes 
involucrados en la resistencia de la 
planta  
N° Identificación 
Marcador 
introgresión 
Primer Forward 5’-3’ 
Primer Reverse 
5’-3’ 
1 AFLP-2 GCAGTCTTGGCCTGTCAAAT CATGACGAAGCAAGATGAGC 
2 AFLP-4 CTCGCAATCCTACCTTCCAT GAAGCATTGAGCTTGGGTGT 
3 AFLP-9 GGAGGGTGCTCTGTATGGTG TTCGTTTTCCCGTTCCATAG 
4 AFLP-13 ATCAAGAAAGATTGCCCTCA CCAGACTTCGTGGTAATACTCG 
5 AFLP-14 CATCTTGGCGGTTTTCTAGG CCAAGAATGAAAGATTGGATAGTG 
6 AFLP-15 CACGAGGTGGTACAAATGAAAA TCGCCTATCCTATACCTAGCAA 
7 AFLP-17 ACACTCAATATTTTTGTGCAGCAT CTGACTGCGTACCAATTCACTG 
8 AFLP-26 GCAGTCAGATGCAAGCCATA CAATTGATTGTCTTTTGCTTCTTG 
 
 

  
 
B. Anexo: Estructura de las proteínas R 
Estructura de las proteínas R presentes en plantas y de proteínas implicadas en el reconocimiento 
de patógenos en el sistema inmune de vertebrados. Se presentan las proteínas implicadas en  los 
dos tipos de resistencia de las plantas (raza específica y no hospedero) y también la putativa 
localización de estas proteínas en células vegetales. (Adaptado de López, 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
C. Anexo: Estructura del dominio NBS 
en las proteínas R 
Se presentan los motivos que constituyen del dominio NBS y los motivos presentes/ausentes en las 
proteínas NBS-LRR que contiene un dominio TIR o un dominio Coiled Coil en la región N 
terminal. Se muestran también los aminoácidos diagnósticos (D y W) presentes en el motivo kinasa 
2, los cuales permiten predecir con un 95% de confianza la presencia/ausencia del dominio TIR. Se 
incluye también la ubicación de algunas combinaciones de primers evaluadas en este trabajo 
(Adaptado de López, 2007). 
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D. Anexo: Listado 15 marcadores de 
introgresión asociados a las librerías de 
la base de datos Quimbaya de Cenicafé 
A final del documento es opcional incluir índices o glosarios. Éstos son listas detalladas y 
especializadas de los términos, nombres, autores, temas, etc., que aparecen en el trabajo. Sirven 
para facilitar su localización en el texto. Los índices pueden ser alfabéticos, cronológicos, 
numéricos, analíticos, entre otros. Luego de cada palabra, término, etc., se pone coma y el número 
de la página donde aparece esta información. 
 
Combinación  primers 
Accesión 
Tamaño 
pb 
Coffea spp % identidad Valor-e anotación EcoR-NNN MseI-NNN 
AAC CTA AFLP-1 CEN336166 111 
C.canephora 
90,38 3,00e-10 - 
AAC CTC AFLP-2 CEN420641 185 C. arabica 100 7,00e-21 Predicted protein Popoulus trichocarpa 
AAC CTC AFLP-4 CEN408188 108 C.canephora 95.37 1,00e-43 UDP-glucose: glucosyltransferase L. barbarum 
ACA CAA AFLP-6 CEN333770 270 C.canephora 90.44 7,00e-41 - 
ACG CTA AFLP-9 CEN433877 290 C. arabica 82.61 2,00e-07 - 
ACG CTA AFLP-12 CEN78925 74 C. liberica 100.00 5,00e-20 - 
ACT AAC AFLP-13 CEN425059 196 C. arabica 91.49 2,00e-09 - 
ACT AAC AFLP-15 CEN325772 108 C.canephora 94.52 5,00e-25 - 
ACT CAA AFLP-16 CEN329151 181 C.canephora 84.44 2,00e-21 - 
ACT CAA AFLP-17 CEN334095 170 C.canephora 92.59 1,00e-13 - 
ACT CTT AFLP-21 CEN333776 70 C.canephora 92.96 1,00e-21 - 
AGC CAA AFLP-24 CEN336339 418 C.canephora 94.29 3,00e-07 - 
AGG CTC AFLP-25 CEN427970 163 C. arabica 98.44 2,00e-24 hypothetical protein Vitis Vinifera 
CAC CAT AFLP-27 CEN332239 179 C.canephora 93.27 3,00e-36 - 
CAC CAT AFLP-28 CEN429608 114 C. arabica 95.35 2,00e-30 Glucosyl transferase (fragment) Mangifera indica 
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